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ADN: Ácido desoxirribonucleico. 
ARN: Ácido ribonucleico. 
mARN: Ácido ribonucleico mensajero. 
miARN: Micro ácido ribonucleico. 
C: Citosina 
CCFTX: Cáncer colorrectal familiar de tipo X. 
CCHNP: Cáncer colorrectal hereditario no polipósico. 
CIMP: Fenotipo metilador de islas CpG (CpG island methylator phenotype). 
CIN: Inestabilidad cromosómica (Chromosomal instability). 
CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas. 
CCR: Cáncer colorrectal. 
dHPLC: Cromatografía líquida de alto rendimiento (Denaturing high performance liquid 
chromatography). 
EMS: Estabilidad de microsatélites. 
G: Guanina. 
GST: Gen supresor de tumores. 
HE: Hematoxilina-eosina. 
IMS: Inestabilidad de microsatélites. 
IHQ: Inmunohistoquímica. 
LOD: Estadístico empleado como valor de ligamiento (Log of Odds ratio). 
LOH: Fenómeno de pérdida de heterocigosidad (Loss of heterozygosity). 
MMR: Reparación de los errores de emparejamiento del ADN (Mismatch repair). 
PAF: Poliposis adenomatosa familiar. 
PAM: Poliposis asociada a MUTYH. 




OPA: Conjunto de oligonucleótidos utilizados para el genotipado masivo de SNP 
(Oligo pool assay). 
Pb: Pares de bases. 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa. 
RER+: Fenotipo de error en la replicación (Replication error phenotype) 
SNP: Polimorfismo en una única posición (Single nucleotide polymosphysm). 
SL: Síndrome de Lynch. 
SPJ: Síndrome de Peutz Jeghers. 
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Familial Colorectal Cancer Type X (FCCTX) is an entity with an incomplete clinical 
definition and unknown molecular origin. Since FCCTX families fulfill the Amsterdam 
criteria, they display an autosomal dominant pattern of inheritance, but the etiology of 
this syndrome remains unexplained and there is little evidence of the involvement of 
the common colorectal cancer (CRC) carcinogenetic pathways. 
In the aim of better characterize this disease we performed a linkage analysis in 22 
FCCTX families using 6056 genomewide SNPs. We found four linkage suggestive 
regions in 2p24.3, 4q13.1, 4q31.21 and 12q21.2–q21.31, and selected the last one like 
the best candidate region. Subsequently we screened the genes contained in this 
candidate region and, regarding the literature, two genes, RASSF9 and NTS, were 
chosen being the most probably related with carcinogenic processes. We sequenced 
both genes in our families and two non described changes were found in NTS, 
although they were ruled out after discard a role in CRC mechanisms.  
In the last years, several linkage studies have been performed by other authors in the 
search for highly penetrant mutations implicated in the CRC etiology in FCCTX 
families, and several genomic regions have been associated, including 3q21-24, 7q31, 
9q22.2-31.2, 11.23.2, 11q13.4, 14q24.2 and 22q12.1. But to date, none of these 
studies has identified novel CRC susceptibility genes. 
 
Probably FCCTX is a complex disease not depending on only one major gene but on 
the interaction between multiple genetic factors that can’t be detected with the 
resolution of a linkage analysis. It has been suggested that factors other than high risk 
susceptibility genes, like low or moderate risk factors, would be implicated in this 
pathology. 
 
Furthermore we constructed a tissue microarray to trait to define an 
immunohistochemical pattern of our FCCTX cases through comparisons with other 
three CCR types (samples from individuals carrying mutations in the MLH1 or MSH2 
genes, samples from CRC cases diagnosed before the age of 45 and samples from 
sporadic cases of CRC). And also we screened BRAF and KRAS mutations and CpG 
island methylator phenotype (CIMP) status in our FCCTX cases. Results of this study 
suggest that it seems to be a percentage of the FCCTX cases (30.43% of our cases) 
arising through the CIMP pathway, while there is a percentage arising through the 
chromosomal instability (CIN) pathway (at least the 26.08% of our cases). The 
remaining cases (43.47%) don’t seem to fit to any of the known carcinogenic routes 
challenging future investigations for the characterization of this subgroup.  















































































2.1. EL CÁNCER, UNA ENFERMEDAD GENÉTICA. 
El cáncer se produce por la división excesiva y descontrolada de un grupo de células 
que terminan por invadir y dañar otros órganos, impidiéndoles realizar sus funciones 
con normalidad. La gran mayoría de los cánceres tienen carácter esporádico, siendo 
producidos por mutaciones somáticas que ocurren en el tejido que da lugar a la 
neoplasia. Sin embargo, un 5-10% de los casos tienen carácter hereditario, y son 
causados por mutaciones germinales (de la Chapelle 2004). El individuo que hereda 
una de estas mutaciones la presentará en todas las células de su organismo y tendrá 
una alta probabilidad de desarrollar una neoplasia. En la mayoría de las ocasiones, 
para que se desarrolle el cáncer será necesaria la pérdida del otro alelo, el normal, 
mediante una alteración a nivel somático en las células que van a transformarse en 
tumorales, de modo que las células derivadas de éstas no tendrán la copia normal del 
gen. Este modelo, conocido como “hipótesis de los dos hits de Knudson”, explica el 
papel de los genes supresores de tumores en los procesos carcinogénicos, y fue 
descrito por primera vez en retinoblastoma (Knudson 1971) 
Existen dos tipos de genes implicados en el desarrollo del cáncer (Offit 1998):  
 Oncogenes: se originan cuando un protooncogen, gen normal involucrado en el 
crecimiento y división celular, sufre una mutación activante. La mayor parte de 
los oncogenes actúan en la fase G1 del ciclo celular, en la cual la célula crece y 
sintetiza nuevas proteínas. 
 Genes supresores de tumores (GST): son genes que inhiben la proliferación 
celular excesiva, evitando así que la célula normal se transforme en una célula 
cancerosa.  
 
2.2. EL CÁNCER HEREDITARIO  
El cáncer hereditario muestra una serie de características que lo diferencian de las 
formas esporádicas de cáncer. Algunas de estas características son:  
- Una edad de aparición temprana; 10-15 años antes de la edad observada en 
las formas esporádicas del mismo tumor. 
- Alta incidencia de cáncer dentro de una misma familia, generalmente del 
mismo tipo de tumor (mama, colorrectal, sarcomas, etc.). 
- Multifocalidad de los tumores o bilateralidad en caso de órganos pares. 





- Asociación del cáncer con un sobrecrecimiento corporal generalizado o 
asimétrico, dismorfías, malformaciones congénitas o retraso mental. (Knudson 
2002). 
Se conocen más de cincuenta genes cuyas mutaciones son responsables de los 
síndromes de cáncer hereditario, siendo la gran mayoría GST (Knudson 2002).  
El consejo genético es la herramienta más eficaz para valorar a las familias con 
susceptibilidad genética para el cáncer. Mediante el consejo genético los pacientes 
reciben información sobre la posibilidad que tienen de desarrollar una neoplasia o de 
transmitir esta predisposición a su descendencia, el pronóstico y las estrategias de 
cara a la detección precoz y al abordaje terapéutico más adecuado. Cuando se conoce 
el gen responsable de la predisposición al cáncer es posible identificar a los 
portadores de la mutación y establecer los planes de control clínico adecuados, así 
como excluir de dichos controles a los individuos no portadores. Cuando no se conoce 
el gen responsable serán necesarios exámenes clínicos periódicos a todos los 
miembros familiares considerados a riesgo. 
 
2.3. EL CÁNCER COLORRECTAL 
2.3.1. Epidemiología del cáncer colorrectal (CCR) 
En 2008, último año del que se tienen estadísticas, se diagnosticaron 1.233.711 casos 
de CCR en el mundo (Lynch et al. 2012), y la incidencia parece ir en aumento a 
medida que las poblaciones de Asia y África “occidentalizan” sus modos de vida. La 
incidencia del CCR parece incrementarse en la misma medida que el desarrollo 
económico, lo que manifiesta la importancia de la exposición a factores de riesgo 
ambientales (Tenesa and Dunlop 2009). El riesgo de padecer CCR a lo largo de la 
vida en la población general en nuestro país se estima en un 5-6%. 
El CCR es el tercero en frecuencia entre los hombres en países desarrollados (tras los 
tumores de pulmón y próstata), y el segundo entre las mujeres (tras el cáncer de 
mama), y el primero en ambos sexos (Figura 1), aunque la frecuencia en varones es 






 En España se diagnostican unos 25.000 casos anuales, lo que representa el 15% de 
todos los tumores (Andreu et al. 2009). La incidencia del tumor va en aumento desde 
hace algunos años (Figura 2), y la supervivencia ha mejorado en los últimos años, 
principalmente en personas jóvenes. Esta tendencia a la estabilización de la 
mortalidad parece reflejar las mejoras en el tratamiento y en el diagnóstico precoz, al 
tratarse de tumores bastante accesibles a la exploración con el sigmoidoscopio, y a la 
generalización de la colonoscopia completa en los grupos de identificados (López-
Abente et al. 2002).                      (López-Abente G 2002). 
 
La detección temprana y la prevención mediante la eliminación de los pólipos 
premalignos, parecen ser las mejores medidas para reducir la mortalidad por CCR. La 
mayoría de los casos se diagnostican entre los 65 y los 75 años. Los casos que 
aparecen a edades más tempranas tienen mayor probabilidad de deberse a una 
predisposición genética. 
 
La mayor parte de los casos de CCR son esporádicos (Figura 3) y pueden tener su 
causa principal en la dieta y en el estilo de vida y, por tanto, podrían ser evitables. 
Pero el 15-20% de los  pacientes muestran agregación familiar, es decir, los factores 
genéticos deben jugar un papel importante. Dentro de estos, el 3-5% de los casos se 
Figura 2. Mortalidad en 
España por CCR (1980-
2006). Tomado de Andreu 
García,  et al. (2009). 
 .(Andreu Garcia et al. 
2009) 
 
Figura 1. Incidencia 
de cáncer estimada 
en la U.E. en 2004. 
Tomado de Boyle 





corresponden con síndromes hereditarios 
de causa genética conocida, como el 
Cáncer Colorrectal Hereditario No 
Polipósico (CCHNP) o síndrome de Lynch,  
o la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) 




El CCR es una enfermedad compleja que viene determinada por interacciones entre 
factores ambientales, cambios genéticos en línea germinal que producen una 
susceptibilidad individual al cáncer y cambios genéticos a nivel somático acumulados 
en el epitelio colorrectal (Markowitz and Bertagnolli 2009). 
Entre los factores externos, diversos estudios parecen relacionar factores dietéticos, el 
tabaco, el alcohol, el sedentarismo, el incremento del índice de masa corporal o el 
tratamiento hormonal sustitutivo, con el riesgo de desarrollar CCR (Willett 1989; Willett 
et al. 1990; Boyle 1995; Hobbs 2000; Fearon 2011). Sin embargo, los datos acerca de 
los factores previos como causa directa del CCR no tienen la suficiente consistencia 
como para fijar unas directrices claras que contribuyan a la prevención primaria del 
mismo. No obstante, es recomendable moderar el consumo de carne roja, procesada 
o cocinada muy hecha o en contacto con el fuego. Por el contrario, las dietas ricas en 
leche o  productos lácteos, fibra, vegetales y fruta podrían ayudar a  la prevención del 
CCR. No se recomienda la administración de folatos, calcio y vitamina D para la 
prevención, ni tampoco betacarotenos, selenio, ni vitaminas A, B, C o E. En cuanto a 
los estilos de vida, parece recomendable la realización de ejercicio físico, y evitar el 
sobrepeso, así como el consumo de alcohol y tabaco. Se ha publicado una relación 
específica entre la obesidad y el riesgo  para desarrollar un tipo concreto de CRC, 
aquel que muestra estabilidad de microsatélites (Campbell et al. 2010; Ogino and 
Stampfer 2010).  
La quimioprevención, con antiinflamatorios no esteroideos o con aspirina a dosis 
bajas, puede tener un efecto beneficioso, aunque no está justificado su uso en la 
población general (Castells et al. 2004). 
Figura 3. Proporción de casos de cáncer de colon 
esporádico y hereditario. Adaptado de Lynch,  et 






Otros factores asociados con la aparición del CCR son la edad avanzada, la presencia 
de colitis ulcerosa, los pólipos, la enfermedad de Crohn o la historia personal de 
cáncer. La presencia de antecedentes familiares es un factor de riesgo, especialmente 
en aquellos individuos que pertenecen a familias con síndromes hereditarios 




El objetivo de los métodos de detección del CCR es prevenir los estadíos avanzados 
del cáncer mediante la detección de adenomas premalignos y cánceres en fases 
tempranas, cuando son curables con tratamiento quirúrgico. De forma general se han 
sugerido exploraciones en la población general adulta a partir de los 50 años, y antes 
de esa edad en personas con mayor riesgo, bien por historia familiar, bien por otros 
factores de predisposición (Smith et al. 2001; Schoen 2002). Recientemente el Colegio 
Americano de Médicos ha recomendado: 1) una valoración individualizada del riesgo 
para CCR en todos los adultos; 2) en los adultos con riesgo poblacional comenzar las 
medidas de detección precoz a los 50 años; 3) en los adultos con alto riesgo iniciar 
estas medidas a los 40 años o 10 años antes del individuo diagnosticado más joven en 
la familia; 4) las herramientas para el screening tendrán en cuenta los beneficios, 
riesgos, disponibilidad y preferencias de los usuarios, dentro de las opciones: test de 
sangre oculta en heces, sigmoidoscopia flexible, o colonoscopia óptica, en los casos 
con riesgo poblacional, y colonoscopia óptica en los pacientes con alto riesgo; y 5) no 
realizar screening en mayores de 75 años o en pacientes con expectativas de vida 
inferiores a los 10 años (Qaseem et al. 2012). 
La detección de sangre oculta en heces (SOH) es una de las estrategias de cribado 
más utilizadas. Hay distintos métodos, entre los que el método del guayaco, basado en 
la actividad superoxidasa de la hemoglobina es el más extendido, aunque las nuevas 
técnicas inmunológicas basadas en la detección de la hemoglobina humana mediante 
anticuerpos específicos parecen tener mayor sensibilidad y especificidad que el 
método del guayaco, pues no hay interferencias con los alimentos ingeridos y solo 
necesitan una muestra (Castells 2011). 
La sigmoidoscopia flexible (60% de sensibilidad) permite el examen del colon distal  y 





son eliminados durante la sigmoidoscopia y, sólo si se detectan varios adenomas o 
adenomas avanzados, se procede con una posterior colonoscopia. 
La colonoscopia (90% de sensibilidad) permite la visualización del recto y todo el 
colon, incluso en la parte superior del mismo, donde no llega la sigmoidoscopia. Este 
método requiere la preparación del intestino 48 horas antes de la prueba y, 
normalmente, la sedación del paciente. 
Existen otras técnicas de cribado, como la colonoscopia virtual, la cápsula 
endoscópica, o la detección de marcadores de ADN en sangre o heces, que están 
actualmente en desarrollo y su uso es aún limitado (Imperiale et al. 2004; Diehl et al. 
2008; Van Gossum et al. 2009; Cunningham et al. 2010).  
El reciente estudio COLONPREV liderado por investigadores españoles, ha puesto de 
manifiesto la mayor adherencia al seguimiento de las personas que utilizaban el test 
de detección de sangre en heces, y su similar eficacia para la detección de CCR frente 
a la colonoscopia óptica (Quintero et al. 2012). Estos resultados tendrán sin duda un 
gran impacto a la hora de diseñar estrategias poblacionales de prevención del CCR. 
 
2.3.4. Tratamiento 
Como en otros tumores el tratamiento estándar del CCR se apoya en la cirugía, 
quimioterapia y la radioterapia, siendo la cirugía el único tratamiento curativo.  
Cuando el cáncer esta aún localizado en la pared del colon (estadíos I y II), suele ser 
curable mediante escisión quirúrgica. El 70% de los cánceres en estadío III (con 
metástasis en los ganglios linfáticos) puede ser curable con cirugía, combinada con 
quimioterapia. Sin embargo, es muy bajo el porcentaje de casos de CCR que alcanza 
la curación tras un diagnóstico en estadío IV. 
 La quimioterapia adyuvante se basa fundamentalmente en el 5-fluorouracilo (5-FU), 
aunque se cuestiona su utilización en  tumores con IMS en estadio II y III (Ribic et al. 
2003; Carethers et al. 2004; Jover et al. 2009). Además se van incorporando nuevos 
fármacos, dentro de estos, los últimos avances en inmunoterapia han levantado 
grandes expectativas. 
En el trabajo de Cunningham et al. (2010) puede leerse una revisión de los últimos 





2.3.5. Carcinogénesis colorrectal 
Según el modelo clásico y más aceptado, el cáncer de colon comienza como un pólipo 
adenomatoso que se desarrolla hasta formar un adenoma avanzado con alto grado de 
displasia, que finalmente progresa hasta convertirse en un cáncer invasivo (Markowitz 
and Bertagnolli 2009). Los adenomas surgen del epitelio glandular y se caracterizan 
por su morfología displásica y la diferenciación alterada de las células epiteliales. La 
accesibilidad de los tumores y la coexistencia de varias fases de la enfermedad, desde 
lesiones benignas hasta tumores metastásicos, han favorecido el análisis de las 
alteraciones genéticas presentes en las diferentes fases del desarrollo tumoral. 
Fearon y Vogelstein (1990) desarrollaron un modelo en el que demostraban que, 
durante la tumorigénesis, se produce una progresiva acumulación de alteraciones en 
genes controladores de pasos limitantes en procesos de proliferación, diferenciación y 
muerte celular en las células cancerosas. Este modelo, conocido como “Vogelgram”, 
se resume en los siguientes puntos:(Fearon and Vogelstein 1990) 
 Los tumores colorrectales se generan como resultado de la combinación de la 
activación de oncogenes y la inactivación de GST.  
 Se requieren mutaciones en al menos cuatro o cinco genes para producir 
tumores malignos. Si hay menos cambios se producen tumores benignos o 
estadíos intermedios en la formación del tumor. 
 Aunque las alteraciones genéticas se suceden en una secuencia determinada, 
es la acumulación total de cambios, más que su orden cronológico, lo que 
determina las propiedades biológicas del tumor. 
 
Los tumores colorrectales tienen una composición monoclonal (Fearon et al. 1987). Se 
ha sugerido que las 4-5 mutaciones limitantes necesarias para la tumorigénesis no 
podrían acumularse en una sola célula y su progenie teniendo en cuenta la tasa 
normal de mutaciones, estimada en 10-6-10-7 por gen. De modo que esta tasa debe 
verse incrementada durante los pasos de la tumorigénesis, lo que significa que una 
célula tumoral naciente debe adquirir un “fenotipo mutador”, frecuentemente a través 
de defectos en las rutas de reparación del ADN, que conllevan inestabilidad genómica, 
ya sea IMS o inestabilidad cromosómica (CIN) (Loeb 1991). Para que esta 
acumulación de mutaciones sea posible, es necesario que se produzca una relajación 
de las defensas apoptóticas, lo que tendría dos consecuencias fundamentales: las 
células portadoras del daño genético no serían eliminadas, de ahí la acumulación de 





que facilitaría su selección. La alteración de la apoptosis es considerada un evento 
temprano en la formación de los adenomas y debe ser consecuencia de alteraciones 
en un gen o varios genes con efecto antiapoptótico, incluyendo APC, KRAS u otros. 
 
Según el modelo de Fearon y Vogelstein (1990), el primer evento que ocurriría en la 
tumorigénesis colorrectal sería una mutación inactivante o pérdida del GST APC 
(Figura 4a). Esta inactivación de APC, que va acompañada de la traslocación nuclear 
de β-catenina, marca la transición hacia el adenoma temprano. Mutaciones en APC 
son detectadas prácticamente en todos los casos de CRC. Por este motivo, APC ha 
sido denominado como el “Gatekeeper” de la proliferación celular en colon y recto”. 
Posteriormente, una mutación activante en el oncogén KRAS marca la transición hacia 
el adenoma intermedio. Teniendo en cuenta el papel de KRAS en la activación de las 
vías de MAPK y PI3K/AKT, es probable que su activación conduzca hacia el 
incremento de la proliferación e inhibición de la apoptosis.  
 
El paso a la malignización viene precedido por la pérdida de heterocigosidad en 18q y 
17p, que conlleva la inactivación de SMAD2 y SMAD4, y TP53, respectivamente. 
SMAD2 y SMAD4 son transductores de señales y factores de trascripción de la ruta 
del TGFβ. En el colon, TGFβ causa inhibición del crecimiento celular.  
 
La mutación de TP53 es muy frecuente en los CCR. Teniendo en cuenta la función 
pleiotrópica de este GST, es probable que su pérdida tenga múltiples efectos. No 
obstante, la principal consecuencia será, posiblemente, la  pérdida completa de los 
puntos de control de daño genético en el ADN que ocurren durante el ciclo celular y la 
apoptosis. Este hecho conllevará la aparición de inestabilidad genética generalizada, 
cuyo resultado final será la aneuploidía. Se ha demostrado que los cánceres con 
mutación en TP53 pueden ser metastásicos, dada la relación existente entre 
aneuploidía y metástasis (Bellacosa 2003).  
 
Cada una de estas alteraciones ocurre muy frecuentemente solo en ciertos estadíos 
del desarrollo tumoral, lo que ha permitido establecer este orden relativo que, no 
obstante, aunque muchos CCR presentan varias de las alteraciones descritas, pocos 
casos tienen todas las alteraciones. Otros defectos genéticos y epigenéticos podrían 







El modelo de Fearon y Vogelstein (1990) destaca la importancia del pólipo 
adenomatoso como lesión precursora de la mayor parte de los CCR y se centra en la 
CIN como mecanismo principal de tumorigénesis. Adicionalmente se han propuesto 
otras rutas moleculares en la carcinogénesis colorrectal (Figura 4b). Por un lado, el 2-
4% de los casos de cáncer colorrectal que surge a partir de mutaciones en los genes 
reparadores (MMR) y probablemente muestra defectos similares a los que surgen a 
través de la CIN, como mutaciones en APC y KRAS. En estos casos, otros cambios 
moleculares asociados con la progresión tumoral podrían involucrar a genes cuyas 
regiones codificantes contienen secuencias repetitivas, tales como TGFβIIR, ACVR2 y 
BAX. Por otro lado, el 10-12% de los casos de CCR esporádico con alta IMS surgiría a 
partir de adenomas sésiles serrados (ASS), particularmente aquellos localizados en el 
colon proximal, mostrando algunas diferencias respecto a los casos CIN y HNPCC, 
que incluyen alteraciones en BRAF y silenciamiento de ciertos GST a través de 











Todos estos eventos genéticos impulsan a la célula hacia la transformación y 
malignización a través de su efecto sobre las seis alteraciones fisiológicas definidas 
Figura 4. Modelo genético del cáncer colorectal (CCR). a) La mayor parte de los CCR surgen a partir de pólipos 
adenomatosos. El esquema indica las alteraciones genéticas hereditarias y somáticas que explicarían la iniciación y 
progresión tumoral. Aunque el orden de estas alteraciones puede variar, muestran una gran asociación con estadíos 
particulares de la tumorigénesis. b) En aproximadamente el 15% de los CCR la función de los genes MMR es 
inactivada por mutaciones somaticas o por inactivación epigenética, produciendo IMS. Esta inactivación mediante 
mutaciones somáticas es más comúnmente observada como un segundo “hit” en pacientes que ya son portadores de 
mutaciones germinales en estos genes y cuyos tumores surgen en un contexto del síndrome HNPCC. En cuanto a la 
inactivación epigenética de los genes MMR, el caso más frecuente es la hipermetilación del promotor del gen MLH1. 
Estos tumores frecuentemente surgen a partir de adenomas sésiles serrados (ASS) y muestran hipermetilación de 
numerosos genes (fenotipo metilador de islas CpG, CIMP) y mutaciones en el gen BRAF. Tanto en los casos 
familiares como esporádicos de tumores colorrectales con alta IMS, la inactivación de genes cuyas secuencias 
contienen elementos repetitivos (microsatélites), tales como TGFβIIR o BAX, podrían contribuir a la progresión 






como claves en el cáncer según Hanahan y Weinberg (2000): autosuficiencia en el 
crecimiento, resistencia a estímulos antiproliferativos, evasión de la apoptosis, 
capacidad replicativa ilimitada (inmortalidad), capacidad angiogénica sostenida, y 
capacidad de invasión y metástasis. (Hanahan and Weinberg 2000) 
La importancia relativa de estas mutaciones sobre el fenotipo de las células 
cancerosas no está bien definida, aunque es probable que solo un porcentaje de este 
gran número de alteraciones juegue un papel importante en el sobrecrecimiento y 
supervivencia de las mismas. Posiblemente exista un gran número de oncogenes y 
GST involucrados en el CRC aún por describir. Además, otros mecanismos que 
podrían afectar a la expresión de genes implicados en los procesos de carcinogénesis 
colorrectal, como cambios en la metilación del ADN y la modificación de la cromatina, 
cambios en los patrones de expresión del ARN mensajero (mARN) y de ARN no 
codificante (particularmente microARN), y cambios en la expresión y modificaciones 
postranslacionales de proteínas (Fearon 2011). 
 
Los micro ARN (miRNA) son pequeños ARN no codificantes que regulan la translación 
del mARN y que podrían explicar muchas alteraciones encontradas en los procesos 
carcinogénicos (Ambros 2004). Los niveles de miRNA en CRC muestran numerosas 
alteraciones en comparación con la mucosa normal, y diferentes subtipos de CCR 
muestran diferentes patrones de expresión de miRNA (Motoyama et al. 2009; Rossi et 
al. 2009; Slaby et al. 2009).  
 
2.3.6. Inestabilidad genómica 
Una característica de los cánceres intestinales es la pérdida de estabilidad genómica, 
que favorece el desarrollo del cáncer mediante la adquisición de múltiples mutaciones 
asociadas al tumor (Markowitz and Bertagnolli 2009).  
En el CCR la inestabilidad genómica puede adquirir tres formas: inestabilidad 
cromosómica (CIN), inestabilidad de microsatélites (IMS) y metilación de islas CpG 
(CIMP) (Figura 5 y Tabla 1). La más común es la CIN, que causa numerosos cambios 
en la estructura y número de copias cromosómicas, causando la pérdida física de la 
copia “wild-type” de  GST como APC, TP53 o SMAD4 (Lengauer et al. 1997). No 
obstante, en los CCR que tienen mutaciones en los genes reparadores de los errores 
de emparejamiento (MMR, de MisMatch Repair genes) la inestabilidad genómica se 
manifiesta por la presencia de IMS debido a la pérdida de la capacidad para reparar el 
slippage que se produce en las secuencias microsatélites. La deficiencia de proteínas 


















Los CCR que presentan CIMP muestran metilación simultánea de múltiples 
promotores de genes, en algunos casos asociada con un alto grado de IMS y 
mutaciones en BRAF. Esta es la  “ruta serrada” de carcinogénesis (Snover 2010).   














en APC, TP53, 
SMAD4. 
Característico del 80-85% de los CCR esporádicos 
dependiendo del estadío. 
Defectos den los genes 
MMR 
 
  Síndrome de Lynch 
 









Múltiples CCR primarios, progresión tumoral acelerada, y 






CCR con aumento del riesgo de pobre diferenciación, 
más comúnmente localizado en el colon derecho, con 
comportamiento clínico menos agresivo que los tumores 
sin deficiencia MMR. 
Fenotipo metilador de islas 





Característico del 15% de los CCR con la mayoría 
mostrando deficiencia MMR por pérdida de la expresión 
de MLH1 en el tumor. 
Defectos en la reparación 
por escisión de bases - 
Poliposis asociada a 
MUTYH 
Germinal MUTYH 
Desarrollo  de adenomas colorrectales con aumento del 





metilador de islas CpG 
positivo;                 
CIMP-= fenotipo 
metilador de islas CpG 
negativo;                    
IMS-H= alto grado de 
inestabilidad de 
microsatélites;               
IMS-L= bajo grado de 
inestabilidad de 
microsatélites;             
TSA= adenoma 
serrado tradicional. 
Tabla 1. Patrones de inestabilidad o daño genómico en CCR. Modificada de Markowitz and Bertagnolli 2009. 
(Markowitz and Bertagnolli 2009) 
 
Figura 5. Solapamiento de varias vías de desarrollo del CCR. Los círculos rojos representan mecanismos basados en 
factores iniciadores (rutas supresoras y mutadoras). Los círculos azules representan mecanismos basados en lesiones 
precursoras (secuencia adenoma-carcinoma y la ruta serrada). Los círculos amarillos  representan las rutas que aún 






Algunos estudios han demostrado un riesgo al CCR incrementado en pacientes con 
mutaciones monoalélicas en MUTYH (Farrington et al. 2005; Pardini et al. 2008; Cleary 
et al. 2009). El producto del gen MUTYH forma parte de la ruta de reparación por 
escisión de bases (BER), que participa en la reparación del daño oxidativo del ADN. 
Principalmente se encarga de la eliminación de la 7,8-dihidroxiy-8-oxoguanina (8-oxo-
G) formada como producto del daño oxidativo, que tiende a parearse  erróneamente 
con la adenina, resultando en transversiones G:C>T:A. La poliposis asociada a 
MUTYH (PAM), debida a mutaciones bialélicas en el gen MUTYH, presenta un modelo 
de herencia autosómico recesivo. Por otro lado, algunos experimentos in vitro han 
demostrado la interacción de MUTYH con el complejo MSH2/MSH6, que aumentaría 
así la afinidad de MUTYH por la 8-oxo-G. De este modo, las mutaciones en genes 
involucrados en los sistemas MMR o BER afectarían a la reparación del daño 
genómico causado por la 8-oxo-G (Gu et al. 2002; Bai et al. 2005). 
 
2.4. EL CÁNCER COLORRECTAL FAMILIAR 
Existen varios síndromes hereditarios de cáncer colorrectal, que se resumen en la 
Tabla 2. Los más frecuentes son el Síndrome de Lynch y la Poliposis Adenomatosa 
Familiar (PAF).  
El fenotipo y las características de la PAF pueden revisarse en los trabajos de Half et 
al. (2009), Jasperson et al. (2010) y Rivera et al. (2010). (Half et al. 2009; Jasperson et al. 2010; Rivera et al. 2010).  
Respecto al síndrome de Lynch, es la entidad con mayores similitudes con el Cáncer 
Colorectal Familiar tipo X (CCFTX), objeto de esta memoria, por lo que conviene 
revisar más en detalle sus principales características.  
El síndrome de Lynch (SL) es un síndrome de herencia autosómica dominante 
causado por mutaciones en los genes reparadores de los errores de emparejamiento 
en el ADN (mis-match repair genes, genes MMR), principalmente MSH2, MLH1 
(ambos representan el 90% de los SL), MSH6 y PMS2 (Hampel et al. 2008). 
El SL confiere una alta susceptibilidad para desarrollar cáncer colorrectal, alrededor 
del 80% de los portadores de mutaciones desarrollan este tumor, y otros tumores, 
principalmente endometrio (riesgo 40%), gástrico (15%), ovario (10%), tracto urinario 





La alteración de MSH2 o MLH1 conlleva una pérdida total de la actividad MMR, como 
resultado de la cual se produce una acumulación de errores en la síntesis del ADN, 
principalmente en las secuencias microsatélites, que están formadas por  la repetición 
de uno, dos o más nucleótidos, por lo que son más propensas a la acumulación de 
errores producidos por el slippage de la polimerasa. Cuando esto ocurre se dice que 
hay inestabilidad de microsatélites (IMS) (de la Chapelle and Hampel 2010).  
 
 La Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF), y variantes 
 Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA) 
 Poliposis asociada a MUTYH (PAM) 
 Síndrome de Gardner 
 Síndrome de Turcot 





Síndrome de Peutz-Jeghers (SPJ) 
Poliposis juvenil familiar 
Síndrome de PTEN-hamartoma-tumor 
Poliposis mixta hereditaria 
 
 Síndrome de Jass o Neoplasia Serrada Familiar 
 
 
 Poliposis Hiperplásica (PH) 
 
 Síndromes de cáncer colorrectal 
hereditario no polipósico 
Cáncer Colorrectal Hereditario No Polipósico (CCHNP) o 
Síndrome de Lynch (SL) 
Cáncer Colorrectal familiar de tipo X (CCFTX) 
Tabla 2. Principales síndromes hereditarios de CCR. Adaptado de Jasperson et al. 2010. 
Desde 1990, año en que se describieron los de Ámsterdam como unos criterios 
uniformes para ser utilizados en investigación y diagnóstico de las familias de SL, se 
ha propuesto varios criterios clínicos que se resumen en la Tabla 3.  
Cuando una determinada familia se ajusta a los criterios clínicos Ámsterdam o 
Bethesda, debe de descartarse la ocurrencia de un SL en la familia.  
Los tumores asociados al SL muestran algunas características moleculares que son 
de gran interés de cara a la identificación de aquellas familias candidatas al estudio de 
los genes MMR en línea germinal. Se ha propuesto un panel de cinco marcadores 
microsatélites para el análisis de la IMS, llamado “Panel de Bethesda” (Boland et al. 
1998). Aunque esta técnica es muy sensible, se estima que el 5% de los casos de SL 





Otra de las aproximaciones utilizadas para el diagnóstico del SL es la 
inmunohistoquímica (IHQ) para detectar la presencia o no de las proteínas MMR en el 
tumor. Se ha comprobado que la IHQ tiene la misma sensibilidad a la hora de detectar 
SL que el estudio de la IMS, con la ventaja de que es un método mucho más accesible 
para cualquier laboratorio de diagnóstico (Hampel et al. 2008). 
Las herramientas de diagnóstico de los individuos a riesgo incluyen una minuciosa 
evaluación de la historia familiar, análisis de IMS e IHQ en tejido tumoral y análisis de 
mutaciones germinales en los genes MMR, cuando proceda (Pino and Chung 2010a). 
Ámsterdam I 
 
1. Tres o más familiares con CCR, uno de los cuales debe ser familiar de primer grado de los 
otros dos 
2. Al menos dos generaciones afectadas 
3. Uno o más casos de CCR diagnosticado antes de los 50 años. 
4. Debe descartase PAF 
Ámsterdam II 
1. Tres o más familiares con un cáncer asociado al CCHNP (colorrectal, endometrio, intestino 
delgado, ovario, uréter, pelvis renal, cerebro, tracto hepatobiliar, tumores sebáceos de piel), 
uno de los cuales es familiar de primer grado de los otros dos. 
2. El CCR aparece al menos en dos generaciones 
3. Uno o más casos de CCR diagnosticado antes de los 50 años. 
Bethesda I 
1. Familias que cumplen los criterios de Ámsterdam. 
2. Individuos con dos cánceres asociados al CCHNP, CCR sincrónicos y metacrónicos o 
cánceres extracolónicos asociados al CCHNP. 
3. Individuos con CCR y un familiar de primer grado con cáncer colorrectal y/o un cáncer 
extracolónico asociado al CCHNP y/o un adenoma colorrectal; uno de los cánceres 
diagnosticado antes de los 45 años y el adenoma antes de los 40. 
4. CCR o endometrial diagnosticado antes de los 45 años. 
5. CCR derecho con patrón indiferenciado diagnosticado antes de los 45 años. 
6. CCR de células en anillo de sello diagnosticado antes de los 45 años. 
7. Adenomas diagnosticados antes de los 40 años. 
Bethesda II      Ídem que Bethesda I pero la edad al diagnóstico pasa de 45 a 50 años. 
Bethesda revisado 
1. CCR diagnosticado antes de los 50 años. 
2. CCR u otros tumores asociados al CCHNP, sincrónicos o metacrónicos, 
independientemente de la edad al diagnóstico. 
3. CCR diagnosticado antes de los 60 años con hallazgos histológicos de linfocitos, reacción 
linfocitaria tipo Crohn, diferenciación mucinosa/anillo de sello, patrón de crecimiento 
medular. 
4. CCR diagnosticado en uno o más familiares con tumores asociados al CCHNP, 
independientemente de la edad al diagnóstico. 






2.5. CÁNCER COLORRECTAL FAMILIAR DE TIPO X  
Aproximadamente el 40-50% de las familias con cáncer colorrectal hereditario que se 
ajustan a los criterios de Ámsterdam I no muestran IMS, ni alteraciones 
inmunohistoquímicas, ni ninguna otra  evidencia de alteración en alguno de los genes 
MMR. Estas familias se agrupan bajo el nombre de Cáncer Colorrectal familiar de Tipo 
X (CCFTX) (Lindor et al. 2005), y presentan diferencias clínicas significativas con 
respecto a las familias con SL: 
 Una mayor edad media de aparición del CCR. 
 Es más frecuente la localización distal de los tumores. 
 Los tumores son menos frecuentemente mucinosos. 
 Hay menos individuos con tumores múltiples. 
 Existe una tendencia a desarrollar solo cáncer de colon, y el riesgo de hacerlo 
es menor que en las familias con SL. 
La etiología de esta enfermedad no se conoce aún, pero estas características parecen 
indicar  que la causa de la susceptibilidad al CCR en el CCFTX no está relacionada 
con  los genes MMR (Lindor et al. 2005). 
Abdel-Rahmn et al. (2005), compararon las características moleculares de los tumores 
CCFTX con tumores del SL. El estudio demostraba que los tumores sin mutaciones en 
los genes reparadores presentaban un nuevo patrón molecular caracterizado por una 
escasez de cambios en las rutas normalmente implicadas en carcinogénesis 
colorrectal, principalmente ausencia de activación de la ruta Wnt, ausencia de 
inestabilidad cromosómica y ausencia de mutaciones en TP53, distinguiendo así este 
grupo de tumores de aquellos asociados al SL y de los CCR esporádicos. 
No obstante, en otro estudio, Sánchez-de-Abajo et al. (2007), demostraron que un 
pequeño porcentaje de casos CCFTX mostraban la vía de señalización Wnt activa y 
una frecuencia de mutaciones en APC similar a la del SL. En este estudio se observó 
también un patrón de alteración en la vía KRAS/BRAF similar a los CCR esporádicos, 
lo que para algunos autores sugiere que algunas familias CCFTX podrían estar siendo 
clasificadas como tales por una agregación debida al azar de CCR esporádicos (Lindor 
2009). 
Desde la descripción de este síndrome hasta la actualidad, varios grupos han 
contribuido a la caracterización clínica de los tumores CCFTX. En la Tabla 4 se 





Recientemente Goel et al. (2010), observaron hipometilación genómica global 
aberrante en el 60% de los tumores CCHNP sin IMS. La hipometilación global podría 
estar implicada en los primeros pasos del desarrollo del CCR mediante reactivación de 
protooncogenes que, de otro modo, estarían silenciados. Cabe destacar que los 
tumores que presentaban este patrón de hipometilación no tenían mutaciones en 
BRAF y las mutaciones en KRAS se limitaban exclusivamente al codón 12, con una 
ausencia total de mutaciones en el codón 13, lo que se asocia a una mayor 
agresividad tumoral. 
Los mecanismos epigenéticos de represión transcripcional de GST mediante 
hipermetilación de las islas CpG de los promotores de dichos genes también podrían 
estar jugando un papel en la etiología de esta enfermedad, como ocurre en el 30-40% 
de los CCR esporádicos y en un porcentaje de los CCR asociados al síndrome de 
Lynch (Toyota et al. 1999; Goel et al. 2007; Joensuu et al. 2008; Nagasaka et al. 
2008). 
Otros estudios sugieren la implicación de la vía BER (base escisión repair), encargada 
de la reparación del daño oxidativo del ADN, en la susceptibilidad al CCR en un 
número de estas familias (Garre et al. 2011). Estos autores encontraron dos variantes 
raras (OGG1 c.137G>A; MUTYH c.1187G>A) y un polimorfismo común (NUDT1 
c.426C>T) en tres de los genes más importantes de la vía BER, que mostraban 
asociación con el CCR en familias CCHNP sin IMS.  
En un intento por definir las bases biológicas del CCR en las familias CCFTX, 
Middeldorp et al. (2010) trataron de identificar un perfil de las aberraciones genómicas 
presentes en tumores de pacientes pertenecientes a estas familias, incluyendo 
ganancias cromosómicas, pérdidas cromosómicas y pérdidas de heterocigosidad. El 
objetivo fue identificar regiones comúnmente afectadas por aberraciones que son 
compartidas por los miembros afectos de la misma familia y entre familias. No 
obstante, el estudio no reveló ninguna región comúnmente afectada en los tumores 
analizados. El perfil de estos tumores parece diferente al de otros síndromes familiares 
y mostraba similitud con las aberraciones observadas en CCR esporádicos, tales 
como pérdida en 18q, o ganancias en 13q, 8q y 20q, pero también fueron observadas 
otras aberraciones adicionales, incluyendo ganancia en 6p y pérdida de 20p. 
El seguimiento clínico para este tipo de familias también es diferente al recomendado  
en el SL. Se recomienda comenzar con las revisiones colorrectales 5-10 años antes de 
la edad de diagnóstico del CCR más joven en la familia. La frecuencia de las 





El síndrome CCFTX podría ser una entidad heterogénea. Se trata de un diagnóstico 
por exclusión en el que podrían estarse incluyendo familias con etiologías muy 
distintas; desde familias con una agregación de CCR debida al azar, o a un estilo de 
vida compartido por los miembros de la familia, y/o una predisposición poligénica, 
hasta familias que realmente sí presentan un síndrome causado por la alteración de un 
gen mayor de susceptibilidad aún no identificado. En general sería recomendable 
tener en cuenta la edad de diagnóstico, mayor en el CCFTX que en el SL, y la 
ausencia de tumores asociados al SL, como los de endometrio, a la hora de clasificar 
las familias como CCFTX (Lindor 2009). 
Por otra parte, el hecho de que estas familias cumplan los criterios de Ámsterdam, 
indica que nos encontramos ante un síndrome de herencia probablemente autosómica 
dominante. Por ello, una de las aproximaciones más apropiadas que podrían llevarse a 
cabo para encontrar el origen genético de este síndrome sería un estudio de 






Comparación entre las familias Lynch y las CCFTX 
Bisgaard et al. 
2002 
27 
12 (+ 46 
CCHNP-like) 
 El grupo MMR- tiene menor probabilidad de tener más de un CCR; el 
primer cáncer es predominantemente rectal; menos probabilidad de 
tener cánceres extracolónicos asociados al SL; y la edad media de 
diagnóstico del primer tumor es 6 años mayor.  
Renkonen et al. 
2003 
11 15 
 No evidencia de mutaciones en los genes MMR ocultas en los casos 






 Los tumores de CCFTX tienen a una localización distal; y el 
diagnóstico es 9 años posterior que en las familias con alta IMS. 
Valle et al. 
2007 
26 38 
 Diagnostico de los tumores  CCFTX 12 años más tarde  y el CRC es 
predominantemente distal, no mucinoso y el probandus tiene una 
menor probabilidad de tener tumores primarios múltiples.  
Lindor et al. 
2009 
90 71 
 Los pacientes  con CCFTX tienen una mayor edad y un menor riesgo  





 Diagnóstico del CCR 11 años más tarde  en CCFTX, solo un 14% de 
estos tumores son proximales; menor número de tumores sincrónicos, 
metacrónicos y extracolónicos; mayor velocidad de progresión de 
adenoma a carcinoma, sugiriendo una progresión más lenta desde el 




 Ambos grupos tienen la misma probabilidad de desarrollar adenomas 
de alto riesgo durante el seguimiento clínico, pero solamente en los 
casos Lynch surge cáncer de intervalo.  
Llor et al. 2005 10 15 
 Los  CCFTX son con mayor frecuencia izquierdos, sin infiltración 
tumoral de linfocitos, el diagnóstico es 6 años más tarde y tienen 
menos familiares con CCR o cáncer endometrial. 
Tabla 4. Resumen de los estudios publicados comparando familias Ámsterdam con mutación en los 
genes MMR (síndrome de Lynch) con familias Ámsterdam sin mutación en los genes MMR (CCFTX). 







2.6. ESTUDIOS DE ASOCIACIÓN Y LIGAMIENTO EN CCR 
A lo largo de los últimos años se han llevado a cabo varios estudios de ligamiento para 
buscar mutaciones en genes de alta penetrancia en familias de CCR con un patrón de 
herencia dominante cuyos tumores no muestren IMS. Varias regiones cromosómicas 
que podrían contener genes de alta susceptibilidad han sido identificadas mediante 
estos estudios de ligamiento, algunas de ellas de forma recurrente, como la región 
3q22 (Kemp et al.et al. 2006; Neklason et al.et al. 2008; Papaemmanuil et al.et al. 
2008; Picelli et al.et al. 2008; Middeldorp et al.et al. 2010)  o la 9q22 (Wiesner et al. 
2003; Skoglund et al. 2006), pero, hasta la fecha, en ninguna de estas regiones se han 
encontrado genes cuyas mutaciones puedan ser responsables de la enfermedad. 
Los resultados de los distintos estudios se muestran en la Tabla 5: 
AUTORES MARCADORES FAMILIAS 
REGION 
IDENTIFICADA 
Wiesner et al. 2003 
389 marcadores 
microsatélites 
53 familias con 2 o más hermanos con CRC <65 9q22.2-31.2 




18 familias con dos afectos,  sin IMS y sin 




Kemp et al. 2006 10.204 SNPs  
69 familias con al menos 3 individuos afectos. Sin 
IMS testada mediante BAT25 y BAT 26 en dos 
tumores. 
3q21-q24 
Skoglund et al. 
2006 
7 microsatélites 
localizados en 9q 
Una familia 9q22.2-31.2 
Neklason et al. 
2008 
deCODE 1100 STRs 
186 DNA de parejas de hermanos  de 17 familias 
con al menos dos hermanos diagnosticados con 






10.204 SNPs  
Usan las 69 familias del estudio anterior (Kemp et 
al. 2006), más 34 nuevas familias. Al menos 3 
individuos afectos (CCR o adenomas <75). Sin 
IMS mediante BAT25 y BAT26 en dos CCR. 
3q21 
Picelli et al. 2008 
545 marcadores 
microsatélites. 
30 familias sin IMS ni mutación en MMRs (muy 
heterogéneas) 
3q21.1-q26.2 
Middeldorp et al. 
2010 
10.000 SNP  
7 familias: 5 familias Ams. I + y 2,  con agregación 
de CRC de  aparición temprana. 
no encuentran 
ninguna región, 
pero si ligamiento 
sugestivo en 3q  
Estudio presente 6000 SNPs  
22 familias Ams o Bethesda +. Individuos con 










Paralelamente, varios GWAS (Genome Wide Association Studies) han identificado 
numerosas variantes comunes de susceptibilidad al CCR de bajo riesgo. 
Los GWAS son una de las estrategias más adecuadas para abordar la búsqueda de 
alelos de susceptibilidad al CCR de baja penetrancia, y  han confirmado la hipótesis de 
que una parte del riesgo heredable para esta enfermedad se debe a variantes 
comunes de bajo riesgo (Houlston et al. 2010). 
Tenesa y Dunlop (2009) han estimado que más de 170 variantes comunes podrían 
contribuir de forma independiente a la predisposición hereditaria observada en CCR. 
Las nuevas herramientas de secuenciación serán cruciales para la identificación de los 
genes responsables. No obstante, el bajo riesgo relativo asociado a cada una de estas 
variantes hace que su uso clínico sea muy limitado (Markowitz and Bertagnolli 2009). 
En la Tabla 6 se resumen las principales regiones cromosómicas asociadas a riesgo 
de CCR encontradas mediante GWAS. 
SNP REGION GEN LOCUS OR P-VALOR ESTUDIO 
rs4779584  intergénica  SCG5-GREM1  Chr15:30,782,048  1.18 (1.11-1.24)  2,00E-08 





rs4939827  Intrón  SMAD7  Chr18:44707461  1.14 (1.08-1.18)  1,00E-07 
rs16892766  intergénica  EIF3H  Chr8:1176998664  1.24 (1.14-134)  4,00E-07 
rs7315438  intergénica  med13l  Chr12:114375786  1.11 (1.06-1.15)  6,00E-06 
rs7758229  Intrón  slo22a3  Chr6:160760242  1.28 (1.18-1.39)  8,00E-09  Cui  et al.  2011 
  rs6983267  intergénica  pou5f1b  Chr8:128482487  1.18 (1.11-1.25)  2,00E-08 
rs11169552  intergénica  atf1  Chr12:49441930  1.09 (1.05-1.11)  2,00E-10 






rs4925386  Intrón  lama5  Chr20:60354439  1.08 (1.05-1.10)  2,00E-10 
rs6691170  intergénica  dusp10  Chr1:220112069  1.06 (1-03-1.09)  1,00E-19 
rs6687758  intergénica  dusp10  Chr1:220231571  1.09 (1.06-1.12)  2,00E-09 
rs10936599  cds-symon  MYNN  Chr3:170974795  1.04 (1.04-1.10)  3,00E-08 
rs961253  intergénica  bmp2  Chr20:6352281  1.12 (1.08-1.16)  2,00E-10 





rs4444235  intergénica  bmp4  Chr14:53480669  1.11 (1.08-1.15)  8,00E-10 
rs10411210  Intrón  rhpn2  Chr19:38224140  1.15 (1.10-1.20)  5,00E-09 
rs9929218  Intrón  cdh1  Chr16:67378447  1.1 (1.06_1.12)  1,00E-08 




rs3802842  Intrón  c11orf93  Chr11:110676919  1.11 (1.08-1.15)  6,00E-10 
rs10795668  intergénica  SFTA1P  Chr10:8741225  1.12 (1.10-1.16)  3,00E-13 
rs10505477  intergénica  POU5F1B  Chr8:128476625  1.17 (1.12-1.23)  3,00E-11 




Tabla 6. Principales regiones cromosómicas asociadas a riesgo de CCR encontradas mediante GWAS. Tomado de 






En conclusión podemos decir que, hasta ahora, ninguno de los estudios que se han 
llevado a cabo ha permitido la identificación de un nuevo gen de susceptibilidad al 
CCR. Probablemente estemos ante una entidad con una elevada heterogeneidad 
genética, cuyos genes responsables tengan una penetrancia variable. Ambas 
circunstancias limitan el poder de las aproximaciones a través de GWAS y estudios de 
ligamiento. No obstante, una forma de intentar minimizar el efecto de la 
heterogeneidad y la variabilidad, sería la selección de familias clínicamente muy 
homogéneas. Familias con fenotipos comunes, con una marcada predisposición para 
desarrollar CCR, y con un patrón de herencia dominante. La probabilidad de encontrar 








































































Los objetivos principales del presente trabajo son: 
 
1) La búsqueda de las bases genéticas del Cáncer Colorrectal Familiar de Tipo X 
(CCFTX). Para ello proponemos:   
  
1.1) Realizar un estudio de ligamiento en familias CCFTX estrictamente 
seleccionadas de acuerdo a los criterios clínicos establecidos con el fin de obtener 
una muestra lo más homogénea posible, mediante la aplicación de técnicas de 
genotipación masiva de polimorfismos bialélicos (SNP). 
 
1.2) Acotamiento de las regiones candidatas obtenidas mediante la genotipación 
de marcadores microsatélites adicionales. 
 
1.3) Búsqueda de genes candidatos dentro de las regiones acotadas y 
secuenciación de los mismos en las familias afectadas para buscar mutaciones 
germinales. 
 
2) La caracterización de los tumores colorrectales asociados al CCFTX, mediante: 
 
2.1) La construcción de un Tisue microarray (TMA) para valorar la expresión  
inmunohistoquímica de proteínas relevantes en carcinogénesis colorrectal y 
comparar con los resultados obtenidos en otros tipos de tumores colorrectales.  
 
2.2) Análisis de las mutaciones en los genes KRAS y BRAF y estudio del estado 
del fenotipo metilador de islas CpG (CIMP) como complemento a la 






























































































Para este estudio se seleccionaron veintidós familias con Cáncer Colorrectal Familiar 
de tipo X (CCFTX). Diecisiete de las familias (77,27%), cumplían los criterios de 
Ámsterdam I, tres familias cumplían los criterios de Bethesda I, una familia cumplía los 
criterios de Bethesda II y otra familia cumplía los criterios de Bethesda revisados. 
Todas las familias resultaron estables en el estudio de microsatélites (MSS), 
presentaron expresión inmunohistoquímica normal de las proteínas MLH1, MSH2 y 
MSH6 y no tenían  evidencia de mutación germinal en los genes de reparación del 
ADN (MMR). Catorce de las familias incluidas en este estudio recibieron consejo 
genético en la consulta de cáncer familiar y asesoramiento genético del Centro 
Nacional de Investigaciones Oncológicas (CNIO), en Madrid, y fueron parcialmente 
publicadas en el trabajo de Valle et al. (2007). Las restantes ocho familias procedían 
de colaboraciones con Unidades de Consejo Genético en cáncer de otros hospitales 
españoles: tres del Hospital de Elche, tres del Hospital 12 de Octubre, una del Hospital 
de Cáceres y una del Hospital de Ciudad Real. La Tabla 7 recoge los tipos de muestra 
en cada una de las familias y la procedencia de las mismas. Todos los árboles 
familiares pueden verse en el Anexo I.     
Familia 
Muestras 
Pacientes con CCR Pacientes con pólipos Individuos sanos 
Fam 93* 2 0 2 
Fam 95* 3 3 3 
Fam 174* 3 0 2 
Fam 177* 2 0 2 
Fam 191* 1 1 2 
Fam 192* 3 0 3 
Fam 200* 3 0 1 
Fam 263* 1 1 1 
Fam 266* 1 2 2 
Fam 274***** 3 0 0 
Fam 381* 3 4 2 
Fam 474* 2 0 3 
Fam 558* 2 0 3 
Fam 603* 2 1 1 
Fam 874**** 3 0 0 
Fam 1069* 3 0 1 
Fam 1081*** 2 0 1 
Fam 1084*** 2 0 1 
Fam 1089*** 2 0 2 
Fam 1110** 2 1 0 
Fam 1111** 2 1 0 
Fam 1113** 2 0 1 
 Tabla 7. Muestras y procedencia de las familias. *Familias procedentes del CNIO; **Familias procedentes del 
Hospital de Elche;  ***Familias procedentes del Hospital 12 de Octubre; ****Familias procedentes del Hospital 
de Cáceres; *****Familias procedentes del Hospital de Ciudad Real. 
 




4.1.2. Recogida de información familiar 
Durante la primera consulta de consejo genético se entrevistó al consultante o al 
probandus y se recogió la información necesaria para construir un árbol genealógico 
conteniendo información de al menos tres generaciones, edades en el momento de la 
consulta, las edades al fallecimiento, los casos con cáncer, edades de diagnóstico, 
otro tipo de patologías relevantes, posible consanguinidad entre ramas familiares, y 
miembros de la familia que ya hubieran sido sometidos a pruebas de despistaje de la 
enfermedad (colonoscopias, etc.). 
A partir de la información que proporciona el árbol genealógico se determina si la 
familia era o no candidata al despistaje del SL y, en función de los resultados de los 
estudios moleculares complementarios, IMS e IHQ, si era o no candidata a su 
inclusión en el presente estudio. 
 
4.1.3. Recogida de información clínica 
Siempre que fue posible se recogió información de los casos incluidos en el estudio, 
tanto del tumor como de la evolución del paciente: 
 Datos anatomopatológicos: 
 Localización del tumor colorrectal: 
- Derecha o proximal (desde el ciego hasta el ángulo esplénico). 
- Izquierda o distal (desde el colon descendente hasta el recto). 
 Grado histológico de diferenciación: bien, moderado, pobre. 
 Estadío de Dukes. 
 Clasificación TNM. 
 Datos evolutivos: 
 Supervivencia total. 
 Supervivencia libre de enfermedad. 
 Fallecimiento por cáncer. 
 Datos del tratamiento: 
 Únicamente tratamiento quirúrgico. 
 Quimioterapia y tipo. 












Para realizar el análisis de genotipación recopilamos muestras de ADN de al menos 
tres individuos de cada familia, con un mínimo de dos individuos afectos (confirmado 
mediante informe anatomopatológico). Se consideraron como afectos aquellos 
individuos con CCR o pólipos adenomatosos antes de los 50 años (excepto en seis 
casos en los que los individuos con pólipos eran mayores de 50 años). 
Siempre que fue posible se extrajo el ADN a partir de muestras de sangre o saliva, 
pero en 12 casos no existió esta posibilidad y fue necesario recurrir a la extracción de 
ADN a partir de tejido parafinado. En total obtuvimos muestras de ADN de 96 
individuos (49 individuos con cáncer colorrectal (CCR), 14 individuos con pólipos 
adenomatosos y 33 individuos no afectos). Los CCR incluidos en el estudio fueron 
diagnosticados a edades comprendidas entre los 23 y los 81 años de edad, con una 
media de 54,34 años. Del mismo modo, los pólipos adenomatosos incluidos en el 
estudio fueron desarrollados en edades comprendidas entre los 33 y los 70 años, con 
una media de 48,57 años de edad.  
 
Además, recopilamos muestras de parafina de todos los individuos afectos que fue 
posible para el análisis de inestabilidad de microsatélites y construcción de las 
micromatrices de tejido o Tissue Microarrays (TMA). Para la obtención de estas 
muestras se contó con la colaboración del Banco de Tumores del CNIO, dirigido por el 
Dr. Manuel Morente, que coordina una red cooperativa de bancos hospitalarios que 
utilizan protocolos homogéneos de recogida, procesamiento y almacenamiento de 
muestras, tanto de tejido neoplásico como normal. 
El porcentaje de células tumorales y normales del tejido parafinado fue evaluado por el 
Dr. Iván Muñoz, mediante tinción con hematoxilina-eosina y examen microscópico. En 
aquellos casos en los que fue necesario, se extrajo ADN genómico procedente de 
tejido normal para el análisis de ligamiento. Para el análisis de IMS y la construcción 
de los TMA se seleccionó el tejido tumoral.  
 
El protocolo de tinción con hematoxilina-eosina se detalla a continuación.  
 
4.2.1. Tinción hematoxilina-eosina 
 Realizar un corte del bloque de tejido incluido en parafina de 3 μm con 
un microtomo. 
 Incubar el corte histológico a 70ºC durante una hora. 
 Desparafinar con xilol durante 2 minutos, dos veces. 
 Hidratar con etanol absoluto 2 minutos y al 95% otros 2 minutos. 




 Lavar con agua destilada durante 2 minutos. 
 Teñir con hematoxilina de Mayer durante 15 minutos. 
 Lavar con agua destilada durante 2 minutos. 
 Teñir con eosina durante 1 minuto. 
 Eliminar los restos de eosina con etanol al 70%. 
 Deshidratar mediante pasos sucesivos de etanol al 96% (30 segundos), 
etanol absoluto (2 minutos) y xilol (2 minutos, dos veces). 
 Montar el cubre con Eukitt o DPX. 
 
A continuación se detallan los protocolos de extracción de ADN a partir de los distintos 
tipos de muestra: 
 
4.2.2. Extracción automática de ADN a partir de sangre periférica 
El ADN de los linfocitos de sangre periférica se obtuvo utilizando el sistema MagNA 
PURE LC (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania (http://www.roche-applied-
science.com), que comprende los siguientes pasos automatizados: 
 A partir de 1 ml de sangre periférica, el sistema añade 0,115 ml de 
solución de proteinasa K para la digestión de proteínas. 
 0,84 ml de tampón de lisis-unión, para favorecer la lisis celular y generar 
las condiciones salinas adecuadas para la posterior retención del ADN. 
 0,54 ml del reactivo MGP, que retiene el ADN a través de las partículas 
cristalinas magnéticas que contiene. 
 2,42 ml de “Tampón de Lavado I” para eliminar todo aquello que no se 
haya unido a las partículas magnéticas, como proteínas, membranas 
celulares e inhibidores de amplificación (heparina). 
 1,28 ml de “Tampón de Lavado II” para retirar los restos celulares y 
reducir la concentración salina. 
 0,84 ml de “Tampón de Lavado III” para eliminar restos de etanol. 
 Resuspender el ADN purificado en 200 μl de tampón de disolución 
previamente calentado. 
 
4.2.3. Extracción de ADN a partir de saliva 
El ADN a partir de muestras de saliva se obtuvo utilizando el kit Oragene, DNA 
Genoteck, (DNA Genotek Inc, Kanata, Ontario, Canadá, (http://www.dnagenotek.com), 
siguiendo los siguientes pasos: 




 Incubar la muestra de saliva depositada en el recipiente contenedor del 
kit a 50ºC en un baño o estufa durante una hora como mínimo. 
 Pasar el contenido a un tubo falcon de 15 ml. 
 Añadir 160 μl (1/25 volumen) de Oragene Purifier en cada tubo. 
 Mezclar bien por inversión y vórtex. 
 Incubación en hielo durante 10 minutos. 
 Centrifugación 20 minutos a 4.000g y temperatura ambiente. 
 Pipetear con cuidado el sobrenadante limpio de cada tubo  recogiéndolo 
en un nuevo tubo de 15 ml. 
 Añadir  4 ml de etanol 95-100%. 
 Mezclar por inversión. 
 Dejar 10 minutos a temperatura ambiente mientras precipita el ADN. 
 Centrifugación 10 minutos a 1.100 g y temperatura ambiente. 
 Descartar el sobrenadante quitando el máximo etanol posible. 
 Dejar el tubo abierto unos minutos para que se evaporen las últimas 
trazas. 
 Disolver el precipitado en 500 μl de agua o TE. 
 Dejar toda la noche en agitación a temperatura ambiente o 10 minutos a 
50ºC. 
 
4.2.4. Extracción de ADN a partir de muestras parafinadas 
El ADN a partir de tejido incluido en parafina se obtuvo utilizando el kit DNeasy, 
Qiagen (QIAGEN, Hilden, Alemania, http://www.qiagen.com). Antes de la extracción, el 
Dr. Iván Muñoz, seleccionó específicamente las zonas con tejido normal mediante 
examen microscópico de un corte del tumor teñido con hematoxilina-eosina, ya que en 
el estudio de ligamiento se utilizó exclusivamente el ADN procedente de tejido no 
tumoral. 
El procedimiento de extracción de ADN consiste en los siguientes pasos: 
 Recoger 3 cortes de 30 micras de tejido en un tubo eppendorf de 1,5 ml. 
 Añadir 800 μl de xilol y agitar en vórtex. 
 Centrifugar a 13.400 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
 Eliminar el sobrenadante con la pipeta. 
 Añadir 800 μl de etanol (96-100%) para eliminar los restos de xilol y 
mezclar mediante vortex. Centrifugar a 13.400 rpm durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. 
 Eliminar cuidadosamente el etanol con la pipeta. 




 Repetir el lavado con etanol. 
 Incubar a 37ºC con la tapa del tubo abierta durante 10-15 minutos hasta 
que se hayan evaporado todos los restos de etanol. 
 Resuspender el precipitado en 180 μl de tampón ATL. 
 Añadir 20 μl de proteinasa K y mezclar mediante vórtex. Incubar a 56ºC 
con agitación en el Thermomixer hasta que el tejido esté completamente 
digerido. 
 Agitar con vórtex 15 segundos. Añadir 200 μl de tampón AL y mezclar 
mediante vórtex. Después añadir 200 μl de etanol (96-100%) y mezclar 
de nuevo mediante vórtex. 
 Pasar la mezcla a una columna introducida en un tubo eppendorf de 2 
ml. Centrifugar a 8.000 rpm durante un minuto. 
 Pasar la columna a un nuevo tubo de 2 ml y añadir 500 μl del tampón 
AW1. Centrifugar 3 minutos a 8.000 rpm. 
 Pasar la columna a un nuevo tubo de 2 ml y añadir 500 μl del tampón 
AW2. Centrifugar 4 minutos a 13.400 rpm para secar la membrana. 
 Colocar la columna en un nuevo tubo de 1,5 ml y añadir 30 μl de agua 
directamente en la membrana de la columna. Incubar a temperatura 
ambiente durante 1 minuto y después centrifugar 1 minuto a 8.000 rpm. 
 Repetir la elución con agua para recoger los posibles restos de ADN. 
 
4.2.5. Valoración de la cantidad y calidad del ADN 
Tras la extracción de ADN, a partir de cualquiera de las fuentes que se han descrito, 
se procedió a comprobar su calidad y cantidad mediante electroforesis horizontal en 
un gel de agarosa al 1%. Se detalla a continuación el procedimiento seguido: 
 Preparación del gel de agarosa 1%: 
 En un matraz de 250 ml añadir 1,5 gr de agarosa (Agarosa media, 
Pronadisa, Laboratorios Conda, Madrid) y 150 ml de tampón TBE 1X 
(Tris, ácido bórico, EDTA), y llevarlo a ebullición en un microondas 
hasta que se funda la agarosa. 
 Dejar atemperar un poco y añadir 4 μl de bromuro de etidio (10 mg/ml). 
 Verter la disolución en una bandeja apropiada, sellada por los extremos 
con cinta adhesiva y colocar un peine cerca del borde, donde quedarán 
los pocillos de carga. 
 Dejar solidificar el gel. 




 Retirar la cinta adhesiva y el peine, colocar el gel en una cubeta  de 
electroforesis horizontal (Laboratorios Bio-Rad, High Wycomb, Gran 
Bretaña) y cubrir con TBE 1X. 
 Cargar en los pocillos del gel 2 μl de muestra mezclado con tampón de carga 
(glicerol, azul de bromofenol, xilencianol), conectar una fuente de alimentación 
a la cubeta  y dejar migrar las muestras. 
 Visualizar el gel en un transiluminador de luz ultravioleta (GelDoc 2000, Biorad, 
High Wycomb, Gran Bretaña) 
 
Además de la visualización en gel de agarosa, se mide la concentración de ADN en 
Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). 
  
 
4.3. ESTUDIO DE LA IMS EN TEJIDO TUMORAL 
Para estudiar la IMS se analizó el microsatélite Bat26 en todas las muestras de 
parafina incluidas en el estudio mediante una reacción de PCR con los cebadores que 
se indican a continuación: 
Sense:  5’ - * TGACTACTTTTGACTTCAGCC - 3’ 
Antisense:  5’ - AACCATTCAACATTTTTAACCC - 3’ 
Dichos cebadores se obtuvieron a través de Sigma-Genosys Ltd (Cambridgeshire, 
Gran Bretaña, http://orders.sigma-genosys.eu.com). El cebador sense está marcado 
en 5’ con el fluorocromo TET (*). 
 
La mezcla de PCR se prepara en un tubo eppendorf de 0,2 ml con las cantidades que 
aparecen en la Tabla 8. 
Reacción de PCR para un volumen de reacción de 25 μl 
 
  Vol./reacción μl 
ADN de tejido tumoral parafinado (100 ng)  X 
Primer Sense (10 mM) 1,5 
Primer Antisense (10 mM) 1,5 
Tampón PCR 10X con MgCl2  (KCl 50 mM, Tris 10 mM y 1,5 mM de MgCl2) 2,5 
dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (1,25 mM)  4 
Taq polimerasa 5 U/μl (Roche)  0,2 
Agua destilada Y (Hasta 25 μl) 
Tabla 8. Preparación de la mezcla de PCR utilizada para amplificar Bat26. 
Siendo X el volumen de la dilución de ADN necesario para tener una cantidad de éste 
de 100 ng. El volumen de agua necesaria (Y) para completar el volumen total a 25 μl, 
dependerá del valor X. 




Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador Epgradient S, 
Eppendorf, en las siguientes condiciones: 
 94ºC  5 minutos 
 94ºC  1 minuto 
 56ºC  90 segundos  x 45 ciclos   
 72ºC  2 minutos 
 72ºC  10 minutos 
Para comprobar que el ADN ha amplificado y que el fragmento obtenido es el 
esperado (116 pb), se cargan 4 μl del producto obtenido en un gel de agarosa al 2% 
teñido con bromuro de etidio y se dejan migrar para visualizarlo posteriormente en un 
transiluminador de luz ultravioleta.  
 
 
4.4. MICROMATRICES DE TEJIDO O TISSUE MICROARRAYS 
 
4.4.1. Construcción de los tissue microarrays (TMA) 
La construcción de los TMA se realizó en la Unidad de Histología e 
Inmunohistoquímica del CNIO (Dras. Lydia Sánchez y Ana Díez).  
En primer lugar, el  patólogo del grupo (Dr. Iván Muñoz) visualiza las H-E de cada 
bloque al microscopio para seleccionar el área de la muestra que queremos incluir en 
la micromatriz, que serán aquellas zonas con mejores condiciones tumorales. 
De todas las muestras (157 en total), excepto cuatro de las que no había suficiente 
tejido, se obtuvieron dos cilindros de 1 mm de diámetro de distintas zonas. Estos 
cilindros se transfirieron  de forma precisa a un nuevo bloque de parafina mediante 
una estación de trabajo de matrices de tejido (Beecher Instruments, Silver Spring, MD) 
(Kononen et al. 1998). Además del tejido en estudio, se incluyen, también por 
duplicado, cilindros de diferentes tejidos que sirven de control positivo para la tinción 
de los diferentes anticuerpos utilizados.  
En nuestra micromatriz incluimos un total de 10 tejidos control: amígdala, testículo, 
vesícula seminal, páncreas, estómago, placenta, pulmón, mucosa oral, cerebro y 
adenocarcinoma de pulmón.  
En la Figura 6 se muestra un esquema  de cómo se construye una matriz de tejido. 
 
Una vez construida la matriz se realizan secciones mediante un microtomo, en uno de 
los cuales se realiza una tinción H-E que se revisa para confirmar la presencia de 
zonas representativas de los tejidos originales. El resto de los cortes se emplean para 




realizar la hibridación IHQ y los 
estudios pertinentes, o bien se 
guardan protegidos con una capa de 
parafina para estudios posteriores. 
Para este trabajo se construyó una 
micromatriz de tejido con 27 tumores 
de colon pertenecientes a familias 
con CCFTX, 21 tumores de colon 
pertenecientes a individuos con 
mutaciones en los genes reparadores 
MLH1 o MSH2 y 28 tumores de colon diagnosticados  a una edad igual o inferior a  los 
45 años (<45). Todos los casos <45 mostraban EMS excepto uno de ellos que tenía 
IMS, pero que no presentaba mutaciones en los genes MMR. Además, un caso 
mostraba antecedentes de oligopoliposis y 3 casos antecedentes familiares de CCR. 
Por otro lado, el Dr. Manuel Morente del banco de tumores del CNIO,  nos cedió una 





Las técnicas imnunohistoquímicas con los anticuerpos seleccionados se realizaron en 
la Unidad de Histología e Inmunohistoquímica del CNIO (Dra. Lydia Sánchez). 
Se cortaron secciones de 2 μm de tejido fijado en formol e incluido en parafina, se 
desparafinaron durante 12 horas en estufa a 55ºC e hidrataron mediante los siguientes 
pases de alcoholes: 10 minutos en xileno (2 veces), 5 minutos en etanol 100%, 5 
minutos en etanol 95%, 5 minutos en etanol 70% y 2 minutos en agua destilada. 
Dependiendo del anticuerpo utilizado (ver Tabla 9) se realizó desenmascaramiento en 
baño (PT LINK) o en el inmunoteñidor BOND MAX utilizando como tampón de 
desenmascaramiento o recuperación antigénica, citrato sódico 10 mmol a pH 6.2, o 
 Tris-EDTA o EDTA 1mM. A continuación se realizó la inactivación de la peroxidasa 
endógena con peróxido de hidrógeno al 3% (solución bloqueante S2023, DAKO, 
Glostrup, Dinamarca), durante 10 minutos a temperatura ambiente.  
Después de la incubación con el anticuerpo primario a la dilución adecuada, la 
inmunodetección se realizó con polímeros de alta sensibilidad a los que van unidos 
moléculas de inmunoglobulinas anti-ratón y anti-conejo (anticuerpo secundario), 
además de la enzima peroxidasa que, con una posterior incubación con el sustrato 
Figura 6. Esquema de la construcción de una micromatriz de 
tejido. Tomado de http://tissuearray.org/yale/tisuarray.html 
 




 diaminobenzidina, produce una reacción cuyo producto, de color marrón, es visible al 
microscopio óptico. 
Todas las técnicas IHQ fueron llevadas a cabo mediante el robot automatizado 
Autostainer (Dako) o BOND (Leica).  
Por último se contratiñeron las secciones con hematoxilina, se lavaron y deshidrataron 
mediante los siguientes pases por alcoholes: 3 segundos en etanol 95%, 30 segundos  
en etanol 100% y 10 minutos en xileno. 
Las características de los anticuerpos se presentan en la Tabla 9. 
PROTEINA CLON PROVEEDOR DILUCION DESENMASCARAMIENTO 
MLH1 ES05 Dako 01:50 PT LINK, pH9, TRIS-EDTA 
MSH2 FE11 Oncogene 1:50 PT LINK, pH9, TRIS-EDTA 
MSH6 44 BD Transduction Lab 1:50 PT LINK, pH6, CITRATO 
HES 1 Polyclonal Santa Cruz 1:200 BOND MAX, EDTA 
SMAD4 B8 Santa Cruz 1:50 PT LINK, pH6, CITRATO 
E-CADHERINA/CDH1 4A2C7 Zymed 1:1  PT LINK, pH9, TRIS-EDTA 




Cell Signaling 1:100 PT LINK, pH9, TE 
MUC-1 E29 Dako 1:1 PT LINK, pH9, TRIS-EDTA 
BCL-2 124 DAKO 1:1 PT LINK, pH9, TE 
CDK2 AB-2 8D4 Neo Markers 1:500 BOND MAX, EDTA 
CICLINA D1 SP4 Rabbit Dako 1:1 PT LINK, pH9, TE 
P21 (WAF1) EA10 CALBIOCHEM 1:10 PT LINK, pH6, CITRATO 
P53 DO-7 Dako 1:1 PT LINK, pH9, TE 




Neomarkers 1:1 PT LINK, pH9, TE 
EGFR EGFR.113 Novocastra 1:10 PT LINK, pH6, CITRATO 
Β-CATENINA β-Catenin-1 Dako 1:100 PT LINK, pH9, TE 
P16/ CDKN2A E6H4 Mtm 1:1  PT LINK, pH9, TE 
HTERT 44F12 Novocastra 1:50 PT LINK, pH6, CITRATO 
NTS NA 1230 Enzo 1:1000 
PT LINK, pH6, CITRATO  
+ 5 min Proteinasa K 
NTSR1 Rabbit Polyclonal GenWay 1:75 BOND MAX, CITRATO 
Tabla 9. Anticuerpos utilizados en el TMA. 
 
4.4.3. Selección de marcadores 
La elección de marcadores empleados para el estudio inmunohistoquímico se realizó 
de acuerdo a datos previamente descritos en la literatura o bien debido al interés por 
su implicación en rutas o procesos importantes en el desarrollo del cáncer o conforme 
a nuestros resultados en el estudio de ligamiento. 
En la Tabla 10 se muestran las funciones de cada marcador y el estado actual de los 






ESTUDIOS REALIZADOS EN CANCER COLORRECTAL 
 
Mlh1 
Este gen, homologo humano del gen reparador mutL de E.coli, fue identificado como un locus 
frecuentemente mutado en el SL y se ha asociado a alteraciones en las secuencias microsatélites 
(fenotipo RER+) características del SL. 
El splicing alternativo produce diferentes transcritos que codifican diferentes isoformas. 
Mlh1 forma un heterodímero con Pms2 para formar MutLα, un componente del sistema de 
reparación de errores de replicación del ADN. La reparación del ADN es iniciada con la unión de 
MutSα (MSH2-MSH6) o MutSβ(MSH2-MSH3) a la doble hebra de ADN defectuosa, y posteriormente 
se produce la unión de MutLα al heteroduplex. Esta unión activa la actividad endonucleasa de PMS2, 
que introduce roturas de una sola hebra cerca del error de emparejamiento, generando así nuevos 
puntos de entrada para la exonucleasa EXO 1 que degradará la hebra que contiene el error.  
MutLα interacciona con la ADN polimerasa III, lo que sugiere que podría intervenir en el 
reclutamiento de la polimerasa hacia el sitio defectuoso. MLH1 también está implicado en la parada 
del ciclo celular y apoptosis que se producen en los casos de grandes daños en el ADN. MLH1 
dimeriza también con MSH3 para formar MUtLƔ, que participa en meiosis. 
La ausencia de expresión inmunohistoquímica de las proteínas reparadoras 
involucradas en SL (Mlh1, Msh2, Msh6 y Pms2) es indicativo de fallos en la 
secuencia génica de dichos genes, y es una herramienta muy útil para el 
diagnóstico de esta enfermedad en las familias que cumplen los criterios 
clínicos establecidos (Pineda et al. 2010). 
 
Msh2 
Este gen, homologo humano del gen reparador mutS de E.coli, fue identificado como un locus 
frecuentemente mutado en el SL  y se ha asociado a alteraciones en las secuencias microsatélites 
(fenotipo RER+) características del SL. 
Forma parte del sistema de reparación de errores en la replicación del ADN. Forma dos 
heterodímeros diferentes: MutSα (heterodímero MSH2-MSH6) y MutSβ (heterodímero MSH2-MSH3), 
que se unen a las zonas defectuosas del ADN iniciando así su reparación. MutSα reconoce errores 
de una sola base y bucles producidos por inserciones-deleciones de dos nucleótidos. MutSβ 
reconoce bucles de mayor tamaño, de más de 13 nucleótidos. Después de la unión a la zona 
defectuosa, MutSα o MutSβ forman un complejo ternario con el heterodímero MutLα, que es 
responsable de dirigir los eventos de reparación aguas abajo, incluyendo el reconocimiento de la 
hebra, escisión y resíntesis.  
 
La ausencia de expresión inmunohistoquímica de las proteínas reparadoras 
involucradas en SL (Mlh1, Msh2, Msh6 y Pms2) es indicativo de fallos en la 
secuencia génica de dichos genes, y es una herramienta muy útil para el 
diagnóstico de esta enfermedad en las familias que cumplen los criterios 
clínicos establecidos (Pineda et al. 2010).  
 





Este gen codifica una proteína homologa de la proteína MutS de E.coli, que ayuda en el 
reconocimiento de nucleótidos mal emparejados antes de su reparación. Se han identificado 
mutaciones en este gen en individuos con  SL. MSH6 se une a MSH2 para formar el complejo 
MutSα, que se une a las zonas de ADN mal emparejadas  para iniciar su reparación. MutSα 
reconoce errores de una base y bucles formados por  deleción-inserción de dinucleótidos. Después 
de esta unión forma un complejo ternario con MutL α, que es el responsable de dirigir los eventos de 
recombinación aguas abajo, incluyendo el reconocimiento de las hebras, escisión y resíntesis. MutSα 
también participa en la reparación del ADN por recombinación homóloga.  
La ausencia de expresión inmunohistoquímica de las proteínas reparadoras 
involucradas en SL (Mlh1, Msh2, Msh6 y Pms2) es indicativo de fallos en la 
secuencia génica de dichos genes, y es una herramienta muy útil para el 
diagnóstico de esta enfermedad en las familias que cumplen los criterios 
clínicos establecidos (Pineda et al. 2010). 
Hes 1 
Esta proteína pertenece a la familia de factores de transcripción con dominio hélice-bucle-hélice 




En CCR primario se observa un marcado incremento de los niveles de 
HES1 nuclear. Sorprendentemente muchas metástasis tienen pérdida de 
HES1 nuclear, lo que sugiere que la actividad de la ruta Notch está 
reducida en los tumores colorrectales secundarios (Veenendaal et al. 2008). 
 
SMAD4 
Este gen codifica un miembro de la familia SMAD de proteínas de transducción de señales. Estas 
proteínas son fosforiladas y activadas por receptores transmembrana serina/treonina kinasa en 
respuesta a señales TGF-β. 
 
Smad4 forma complejos homoméricos y heteroméricos con otras proteínas Smad activadas, que se 
acumulan en el núcleo, se unen al ADN y regulan la transcripción de los genes diana.  
SMAD4 está involucrada en varias funciones celulares como diferenciación, apoptosis, gastrulación, 
desarrollo embrionario y control del ciclo celular. 
SMAD4 puede funcionar como supresor de tumores. 
 
Se han descrito mutaciones en este gen relacionadas con cáncer pancreático, síndrome de poliposis 
juvenil y síndrome hereditario de teleangiectasia hemorrágica. 
 
La falta de expresión nuclear de Smad4 se ha observado en canceres 
colorrectales avanzados y se ha asociado con la aparición de metástasis 
(Miyaki et al. 1999; Maitra et al. 2000; Salovaara et al. 2002; Tang et al. 
2005). Esta falta de expresión también se ha correlacionado con una peor 
supervivencia (Alazzouzi et al. 2005; Zhang et al. 2010). 
La pérdida de Smad4 podría explicar un cambio funcional de TGF-β, de 
GST a promotor de tumores. Inhibidores de la vía de señalización TGF-
β/Smad podrían ser desarrollados como terapia para el CCR (Zhang et al. 
2010). 
PTEN 
PTEN fue identificado como un GST que está mutado frecuentemente en un gran número de 
cánceres. La proteína codificada por este gen es una fosfatidilinosital-3,4,5-trifosfato3-fosfatasa 
(PIP3-fosfatasa) 
PTEN regula de forma negativa los niveles intracelulares de PIP3 en las células, y funciona como 
regulador negativo del crecimiento celular y supresor de tumores mediante regulación negativa de la 
ruta  PI3K/AKT/PKB a través de la desfosforilación de PIP3 y modulación de la progresión del ciclo 
celular y supervivencia. La inactivación de PTEN se ha asociado a varios cánceres, incluyendo 
glioblastoma, melanoma, cáncer de próstata, mama y endometrio. 
PTEN suele estar inactivo en CCR con deficiencia en el sistema MMR. La 
pérdida o reducción de la expresión de PTEN contribuye al desarrollo o 
progresión del CCR. El silenciamiento epigenético podría ser un importante 
mecanismo de inactivación de PTEN (Zhou et al. 2002). 
La pérdida de expresión de PTEN es muy común en CCR (34.9%), aunque 
la mutación del gen no parece ser la causa principal de esta pérdida. 
Factores dietéticos no parecen estar asociados con la pérdida de expresión 







El gen CDH1 codifica la proteína E-cadherina, perteneciente a la superfamilia de las cadherinas. 
Esta proteína es una glicoproteína de adhesión célula-célula dependiente de calcio. 
CDH1 está involucrado en mecanismos de regulación de adhesión celular, movilidad y proliferación 
de células epiteliales. 
Mutaciones en este gen se han relacionado con cáncer gástrico, colorrectal, mama, tiroides y ovario. 
E-cadherina funciona como supresor de tumores y su pérdida de función contribuye a la progresión 
del cáncer mediante un incremento de la proliferación, invasión y/ metástasis. 
 
 
La interrupción del complejo cadherina-catenina se ha observado en 
carcinomas de muchos tipos de tejidos, incluido CCR, y se ha 
correlacionado con la desdiferenciación tumoral, el crecimiento infiltrante, la 
metástasis a ganglios linfáticos, y un peor pronóstico (Behrens 1999; Nollet 
et al. 1999; Van Aken et al. 2001). 
 
Mutaciones en línea germinal del gen CDH1 se han identificado en el 
cáncer gástrico hereditario de tipo difuso, que en algunos casos aparece en 
asociación con cáncer colorrectal de aparición temprana (Gayther et al. 
1998; Guilford et al. 1998). 
Existe pérdida de expresión en carcinomas que no presentan mutaciones 
en el gen, debido, según parece, a mecanismos epigenéticos de 
silenciamiento  (Ikeguchi et al. 2001; Fernebro et al. 2004). 
 
La pérdida de E-cadherina en CCR promueve el crecimiento de las células, 
invasión y resistencia a drogas, mediante la inducción de la traslocación 
nuclear de β-catenina. Además, la expresión de E-cadherina disminuye en 
pacientes de CCR con metástasis hepática. Estos hallazgos indican que la 
pérdida de esta proteína de adhesión celular contribuye a la progresión y 
diseminación metastática, actuando como modulador central del fenotipo 






La proteína codificada por este gen pertenece a la  altamente conservada familia de ciclinas, cuyos 
miembros se caracterizan porque su concentración varía periódicamente a lo largo del ciclo celular. 
Las ciclinas funcionan como reguladores de las kinasas CDK. Las diferentes ciclinas muestran 
diferentes patrones de expresión y degradación, lo que contribuye a la coordinación temporal de 
cada evento mitótico. 
La ciclina D1 forma un complejo con CDK4 o CDK6 funcionando como subunidad reguladora. La 
actividad de estos complejos es requerida para la transición G1/S del ciclo celular. Se ha visto que 
esta proteína interacciona con la proteína supresora de tumores Rb y su expresión  es positivamente 
regulada por Rb.  
Mutaciones, amplificaciones y sobreexpresión de este gen, que alteran la progresión del ciclo celular, 
son observadas frecuentemente en una gran variedad de tumores y podrían contribuir a la 
tumorigénesis. 
  
Se ha observado sobreexpresión de Ciclina D1 en CCR. Esta 
sobreexpresión está correlacionada con una peor diferenciación y con 
progresión tumoral. Es indicador de mal pronóstico y de metástasis a los 
nódulos linfáticos (Li et al. 2001; Bahnassy et al. 2004). 
Por otro lado la expresión de Ciclina D1 en CCR se ha relacionado con una 
mayor supervivencia en hombres, pero no en mujeres, lo que sugiere que el 
CCR puede ser una enfermedad dependiente de hormonas, por lo que los 
biomarcadores utilizados para el pronóstico y tratamiento deberían ser 







La proteína codificada por este gen es la unidad catalítica de la fosfatidilinositol-3 kinasa (PI3K). 
Este gen se ha relacionado con procesos oncogénicos y se ha implicado en cáncer. 
Las PI3 kinasas coordinan varias funciones celulares como proliferación, supervivencia celular, 
degranulación, tráfico vesicular y migración celular.  
PI3KCA aparece mutado en el 25-35% de los cánceres colorrectales, 






La proteína codificada por este gen es una fosfoproteína glicosilada de membrana perteneciente a la 
familia de las mucinas. Esta proteína tiene función protectora mediante unión a patógenos, aunque 
también participa en señalización celular.  
Su sobreexpresión, localización intracelular aberrante y cambios en su glicosilación han sido 
asociados con cáncer de colon y otros tipos de cáncer. 
El aumento en la expresión de MUC-1 está correlacionado con el 
incremento de la incidencia de metástasis a los nódulos linfáticos y al 
hígado. También se asocia a un peor pronóstico  del CCR (Grizzle et al. 
2002). 
La expresión de MUC-1 parece estar asociada con la progresión tumoral 




La proteína codificada por este gen pertenece a la familia serina/treonina proteína kinasa, y es la 
subunidad catalítica del complejo proteína kinasa dependiente de ciclina, que interviene en el control 
del ciclo celular. 
 
 
La expresión de CDK2 se ve incrementada de forma progresiva a lo largo 
del proceso carcinogénico en el CCR, desde el cáncer primario, hasta la 
metástasis a nódulos linfáticos. El aumento de CDK2 (promotor del ciclo 
celular), así como la pérdida de P21 y P27 (inhibidores de la progresión del 
ciclo celular) en los nódulos linfáticos podría explicar la rápida proliferación 
de las células cancerosas de los nódulos linfáticos. Por otro lado, la 
expresión desde el CCR primario hasta la metástasis al hígado, se ve 
reducida casi hasta la totalidad, lo que podría explicar en parte la lenta 
proliferación de los focos hepáticos comparada con los cánceres primarios 
(Li et al. 2001).  
 
La reducción de la expresión de CDK2 en CCR primarios está relacionada 
con gran tamaño tumoral, invasión venosa, infiltración profunda, metástasis 
hepática, estadíos avanzados y mal pronóstico. La sobreexpresión de 
CDK2 podría promover la progresión del cáncer temprano y facilitar la 
metástasis a los nódulos linfáticos (Li et al. 2001). 
 
La actividad de CDK2 parece ser necesaria para la progresión normal del 
ciclo celular en mamíferos, por lo que recientemente se ha sugerido que 
podría jugar un importante papel como diana terapeútica en el tratamiento 







La proteína codificada por este gen es un potente inhibidor de kinasas dependiente de ciclina y 
previene la fosforilación de sus sustratos, bloqueando la progresión del ciclo celular. Se une a 
complejos Ciclina-CDK2 o –CDK4 e inhibe su actividad, funcionando así como regulador de la 
progresión del ciclo celular hacia G1.  
La expresión de P21 está controlada fuertemente por TP53, a través de la cual esta proteína media 
la parada del ciclo celular en fase G1 dependiente de TP53 en respuesta a una gran variedad de 
estímulos estresantes, para que se produzca la reparación del ADN o la apoptosis. Es decir, p21 
podría ser uno de los intermediaros mediante el cual p53 ejerce su papel de inhibidor del ciclo celular 
en respuesta a daños en el ADN.  
P21 puede interaccionar con PCNA (proliferating cell nuclear antigen), un factor complementario de 
la ADN polimerasa, jugando un papel regulatorio en la replicación del ADN en fase S y reparación del 
daño en el ADN. 
Se ha comprobado que esta proteína es diana específica de caspasas CASP3-like, lo cual supone 
una dramática activación de CDK2 y puede ser decisivo en la ejecución de la apoptosis tras la 
activación por caspasas. 
La expresión positiva de P21 en  CRCs sin mutación en los genes MMR 
está correlacionada con una localización preferentemente derecha y están 




Este gen codifica una proteína de membrana mitocondrial que bloquea la apoptosis o muerte celular 
de varios sistemas celulares como linfocitos o neuronas. Regula la muerte celular controlando la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial. Inhibe la actividad caspasa evitando la liberación de 
Citocromo C desde la mitocondria y/o por unión del factor activante de apoptosis APAF-1. 
 
La expresión anómala de Bcl-2 se ha observado en varios tipos de tumores, 
incluido el colorrectal  (Bendardaf et al. 2004).  
Bcl-2 se expresa normalmente en la parte media inferior de las criptas de 
colon, en el compartimento correspondiente a las células madre, donde Bcl-
2 las protege de la apoptosis (Katsumata et al. 2003). 
Su sobreexpresión contribuye a la transición del epitelio hiperplásico a 
adenoma, sin embargo, esta expresión se reduce gradualmente en el paso 
de adenoma a carcinoma (Kaklamanis et al. 1996; Hao et al. 1997; Yang et 
al. 1999). 
 
Los casos de cáncer colorrectal con expresión de Bcl-2 presentan una 
mejor supervivencia (Sinicrope et al. 1995; Buglioni et al. 1999; Edmonston 
et al. 2000), aunque algunos autores no han encontrado significación 
pronóstica (Tollenaar et al. 1998) 
 
El pronóstico desfavorable se ha observado principalmente en tumores 
p53+/Bcl2-(Buglioni et al. 1999; Manne et al. 2000; Schwandner et al. 2000; 
Fernebro et al. 2004). 
 
Pacientes con tumores con expresión baja de Bcl2/MMR muestran un 
periodo de supervivencia libre de enfermedad más corto, mientras que los 
pacientes con alta expresión de ambos marcadores muestran una mejor 







La proteína TPGS es la enzima clave en la biosíntesis de prostaglandinas y actúa como dioxigenasa 
y como peroxidasa. Hay dos isoformas de esta enzima, una constitutiva, PTGS1, y una inducible, 
PTGS2 o COX2, que difieren en la regulación de su expresión y en la distribución tisular. 
COX 2 es la enzima responsable de la conversión de ácido araquidónico en prostaglandinas, 
involucradas en procesos de inflamación y mitogénesis.  
Además, COX2 juega un importante papel en la angiogénesis, por lo que podría intervenir en el 
control del crecimiento tumoral. 
La sobreexpresión de EGFR, así como la de HER2 y COX2, representa 
importantes alteraciones que están relacionadas con las rutas moleculares 
que sustentan la carcinogénesis colorrectal.  
 
El nivel se sobreexpresión de COX2 está directamente relacionado con el 
grado de displasia en pólipos colorrectales (Antonacopoulou et al. 2008). 
RB-P 
La proteína codificada por el gen RB es un regulador negativo del ciclo celular, clave para la entrada 
en la fase de división celular,  y fue el primer GST que se descubrió.  
Esta proteína también estabiliza la heterocromatina constitutiva para mantener la estructura global de 
la cromatina mediante estabilización de la metilación histónica. 
La proteína está activa en su forma hipofosforilada, que se une al factor de transcripción E2F1 y 
reprime su actividad en transcripción, conduciendo a la parada del ciclo celular. 
Defectos en este gen causan retinoblastoma infantil, cáncer de vejiga y sarcoma osteogénico. 
RB recluta y marca las histona-metiltranferasas SUV39H1, SUV420H1 y SUV420H2, conduciendo a 
una represión transcripcional epigenética. 
Mientras que una minoría de los CCR muestra pérdida de la expresión de 
RB-P, el incremento  en la expresión de RB-P es muy frecuente, lo que 
podría indicar un estado inactivo de la proteína en el cual pierde su función 
como supresor de tumores. 
 
Además, este incremento en la expresión es progresivo durante el proceso 
de carcinogénesis colorrectal (Yamamoto et al. 1999; Ayhan et al. 2010). 
La expresión aberrante de RBP indica un peor pronóstico en pacientes con 
CCR tras la resección del cáncer (Cui et al. 2004). 
EGFR 
La proteína codificada por este gen es una glicoproteína de membrana, miembro de la superfamilia 
de las protein kinasas. Esta proteína actúa como receptor de miembros de la familia EGF (epidermal 
growth factor) y está involucrada en control del crecimiento celular y diferenciación.  
La unión de la proteína a su ligando induce la dimerización del receptor  y la activación mediante 
autofosforilación a través de su dominio kinasa que induce fosforilación de sustratos citoplásmicos 
iniciándose así una cascada de señalización que produce varias respuestas celulares, incluyendo 
cambios en la expresión de genes, reorganización del citoesqueleto, anti-apoptosis e incremento de 
la proliferación celular. 
Mutaciones en este gen se han asociado a cáncer de pulmón. 
 
La sobreexpresión de EGFR, así como la de HER2 y COX2, representan 
importantes alteraciones que están relacionadas con las rutas moleculares 





La proteína codificada por este gen es un factor de transcripción con función de supresor de tumores 
que participa en respuesta de estrés celular para regular genes que inducen la parada del ciclo 
celular, apoptosis, senescencia, reparación del ADN o cambios en el metabolismo.  
P53 es expresada a bajo nivel en las células normales, pero en grandes niveles en  una gran 
variedad de líneas celulares transformadas, en las cuales se cree que contribuye a la transformación 
y malignización. 
P53 es una proteína de unión al ADN que contiene dominios de activación de la transcripción, unión 
al ADN y oligomerización. Se piensa que p53 se une a sitios específicos y activa la expresión aguas 
abajo de genes que inhiben el crecimiento y/o la invasión, funcionando así como supresor de 
tumores. 
Cuando p53 está mutado, cosa que ocurre frecuentemente en un gran número de cánceres 
humanos, no puede unirse a su sitio de unión específico, lo que causa la pérdida de su actividad 
supresora de tumores. Estas alteraciones no ocurren solamente como mutaciones somáticas en los 
tumores humanos sino que también se dan como mutaciones germinales en algunas familias con 
síndrome de Li-Fraumeni. 
Se han encontrado múltiples variantes de p53 debidas a diferentes promotores y a splicing 
alternativo. Estas variantes codifican diferentes isoformas que regulan la actividad transcripcional de 
p53. 
P53 induce parada del ciclo celular o apoptosis dependiendo de las circunstancias fisiológicas y del 
tipo celular. Regula el ciclo celular controlando varios genes que participan en dicho proceso. 
Muchos de estos genes tienen funciones supresoras de tumores como parada del ciclo celular, 
reparación del ADN, senescencia y apoptosis. Mientras que la activación de p53 frecuentemente 
conduce a la apoptosis, su inactivación favorece.la progresión tumoral.   
La inducción de la apoptosis parece estar mediada por la estimulación de la expresión antigénica de 
BAX y FAS o por represión de la expresión de Bcl-2. 
La activación de p53 comienza a través de una serie de mecanismos incluyendo fosforilación por 
ATM, ATR, Chk1 y MAPKs. P53 es marcada por la ubiquitín ligasa MDM2 para su degradación 
proteosómica. La fosforilación, p14ARF y USP7 previenen las interacciones MDM2-p53, 
contribuyendo al incremento de tetrámeros estables de p53 en el citoplasma. 
 
 
La acumulación intracelular de p53 es el resultado de una mutación en el 
gen. En general, en cáncer colorrectal,  la incidencia de sobreexpresión de 
la proteína es similar a la incidencia de mutación en el gen (Hao et al. 1997; 
Buglioni et al. 1999; Bukholm and Nesland 2000). 
 
La sobreexpresión de p53 en tumores colorrectales está asociada a mal 
pronóstico (Starzynska et al. 1992; Harris and Hollstein 1993; Galizia et al. 
2004; Paluszkiewicz et al. 2004). El 18%  de los adenomas colorrectales 
muestra expresión de p53, y la expresión de p53 es mayor en adenomas 
con alto grado de displasia (Sousa et al. 2012). 
No obstante, algunos estudios no han encontrado asociación significativa y 
otros asocian la sobreexpresión a un mejor pronóstico (Petersen et al. 







La proteína codificada por este gen forma parte de un complejo de proteínas que constituyen 
uniones adherentes celulares, que son necesarias para la creación y mantenimiento de capas de 
células epiteliales mediante regulación del crecimiento celular y adhesión entre células. La mayor 
parte de la β-catenina se localiza en la membrana celular y forma parte de los complejos de adhesión  
E-cadherina/catenina, que unen las cadherinas al citoesqueleto de actina.  
β -catenina puede ser responsable de la transmisión de la señal de inhibición de contacto que causa 
la parada de la división celular una vez que la capa epitelial se ha completado. 
Esta proteína se une al producto del gen APC, que está mutado en la Poliposis Adenomatosa 
Familiar. Mutaciones en el gen de la β -catenina son causa de cáncer colorrectal, pilomatrixoma, 
meduloblastoma y cáncer de ovario. 
β -catenina está involucrada en transducción de señales a través de la vía Wnt canónica, que 
participa en procesos de desarrollo como la proliferación celular o la especificación de los ejes del 
cuerpo y también en carcinogénesis. 
La β -catenina nuclear está involucrada en regulación transcripcional mediante asociación con 
factores de transcripción de la familia TCF/LEF. 
 
Los tumores primarios de CCR muestran una expresión elevada de β -
catenina citoplásmica. 
Las metástasis en hígado, nódulos linfáticos, cerebro e intestino mantienen 
una expresión nuclear de β-catenina (Veenendaal et al. 2008). 
CDKN2A/ 
P16 
El gen CDKN2A genera al menos tres transcritos distintos que difieren entre sí en sus primeros 
exones. Dos de estos transcritos codifican inhibidores de la CDK4 kinasa. El resto del transcrito 
incluye un primer exón alternativo localizado 20 kb aguas arriba del gen. Este transcrito contiene un 
marco de lectura alternativo que resulta en una proteína no relacionada con los productos de las 
otras variantes. Esta proteína funciona como estabilizador de la proteína supresora de tumores p53, 
ya que interacciona y secuestra MDM1, una proteína responsable de la degradación de p53. 
A pesar de las diferencias estructurales y funcionales de las distintas isoformas de CDKN2A, todas 
comparten una común funcionalidad en el control del ciclo celular a través de su papel regulatorio de 
CDK4 y p53.  
CDKN2A puede inducir  parada del ciclo celular en las fases G1 y G2, por lo que actúa como GST. 
Se une a MDM2 y bloquea su transporte al núcleo secuestrándolo en el nucléolo. Esto inhibe la 
acción oncogénica de MDM2 mediante bloqueo de la degradación de p53 inducida por MDM2 y 
aumenta la apoptosis y transactivacion dependiente de p53. También induce la parada en fase G2 y 
la apoptosis en una forma independiente de p53 mediante prevención de la activación de complejos 
ciclina b1/cdc2. 
El gen CDKN2A esta frecuentemente mutado o delecionado en una gran variedad de tumores y se 
sabe que es un importante GST. 
La pérdida de expresión de P16 es frecuentemente observada en CCR, lo 
que sugiere que una disfunción de P16 podría participar en la patogénesis 
del CCR. Esta expresión aberrante de P16 indica un peor pronóstico en 
pacientes con CCR tras la resección del cáncer (Cui et al. 2004). No 
obstante otros autores han encontrado expresión de P16 en la mayoría de 
los CCR (Palmqvist et al. 2000).  
La inactivación de P16 ocurre frecuentemente mediante la metilación del 
gen, que parece estar relacionada con un mejor pronóstico de los pacientes 





El gen NTS codifica un precursor común  de dos péptidos: Neuromedina N y Neurotensina. 
Neurotensina es un péptido cerebral y gastrointestinal. Esta ampliamente distribuido a lo largo de 
todo el sistema nervioso central y puede funcionar como neurotransmisor o neuromodulador. Puede 
estar implicado en sucesos fisiológico y patológico  en relación con la  dopamina, en el 
mantenimiento de la estructura y función intestinal y en la regulación del metabolismo lipídico de 
forma endocrina y paracrina. 
 
Neurotensina actúa sobre tres tipos de receptores, dos de ellos asociados a la proteína G: NTS1 (de 
alta afinidad) y NTS2 (de baja afinidad), y un receptor transmembrana sencillo: NTS3. 
 
 
NTS estimula el crecimiento de líneas celulares de cáncer de colon humano 
que expresan su receptor NTSR1 en cultivo, lo que sugiere que el 
crecimiento de algunos tumores de colon podría ser dependiente de la 




La proteína codificada por este gen es el receptor de neurotensina 1, que pertenece a la gran 
superfamilia de receptores acoplados a la proteína  G, la cual activa un sistema fosfatidilinositol-
calcio que funciona como mensajero secundario. 
 
NTSR1 media las múltiples funciones de NTS, tales como hipotensión, hiperglucemia, hipotermia,  
regulación de la motilidad intestinal y secreción. 
 
Se ha demostrado que líneas celulares de cáncer de colon expresan el 
receptor de NTS de gran afinidad, NTSR1, mientras que las células 
colónicas normales no tienen expresión de dicho receptor, lo que sugiere 
que las células cancerosas de colon pueden sufrir una regulación hormonal 
anormal (Maoret et al. 1999). 
La expresión y función del receptor NTSR1 se ve interrumpida por la acción 
de inhibidores de histona deacetilasas (HDACi), por lo que la regulación 
negativa de NTSR1 en CCR podría representar un importante mecanismo 
para el efecto anti cáncer de las HDACi (Wang et al. 2010). 
 
hTERT 
hTERT es el gen que codifica para la subunidad catalítica de la telomerasa, una ribonucleoproteína 
que mantiene las terminaciones teloméricas mediante la adición de la repetición telomérica 
TTAGGG. 
La enzima telomerasa está formada por un componente proteico con actividad transcriptasa reversa, 
codificado por este gen, y un componente de ARN que sirve como molde  para la repetición 
telomérica. 
La expresión de la telomerasa juega un importante papel en senescencia y en antiapoptosis. 
La telomerasa está inactiva o muy poco activa en las células somáticas postnatales normales, lo que 
resulta en un acortamiento progresivo de los telómeros. Se cree que la telomerasa está activa en 
células embrionarias y algunas células de división rápida como las células del sistema inmune. 
También está activa en células cancerosas, y se cree que la sobreexpresión de la telomerasa es 
clave para el proceso de transformación de las células malignas. 
La desregulación de la expresión de la telomerasa en células somáticas puede estar involucrada en 
oncogénesis. 
Estudios en ratones sugieren que la telomerasa también participa en reparación cromosómica, ya 
que la síntesis de novo de los telómeros puede ocurrir en roturas de la doble cadena (Aquí falta una 
cita para referenciar todas las funciones de la telomerasa) 
 
El 63% de los pacientes de CCR muestran expresión de hTERT. 
La expresión de hTERT es indicativa de la agresividad del cáncer. 
El nivel de expresión de hTERT está relacionado con localización distal del 
CCR y con el nivel de expresión de p21 (Lam et al. 2008). 




4.4.4. Valoración del TMA 
El porcentaje de células con tinción nuclear fue contabilizado para MLH1, MSH2, 
MSH6, RB-P, SMAD4, P53, CDK2, Ciclina D1, P21, P16, β-catenina, hTERT, NTS y 
PTEN. El porcentaje de células con tinción citoplásmica fue contabilizado para 
PI3KCA, AKT-2, MUC-1, BCL2, HES-1, COX-2 y PTEN. Del mismo modo el número 
de células con tinción de membrana fue contabilizado para TGFRB1, E-Cadherina, 
EGFR, y NTSR1. 
 
Todos los anticuerpos y el porcentaje de células teñidas fueron valorados siempre por 
el mismo  patólogo (Dr. Manuel Morente). Las muestras se clasificaron en cuatro 
grupos para cada uno de los anticuerpos utilizados (excepto para PI3KCA y β-
catenina): 
0. Cuando no había ninguna célula que mostrara expresión de la proteína. 
1. Cuando él número de células que expresaban la proteína era <25%. 
2. Cuando el número de células con tinción positiva era del 25-75%. 
3. Cuando era >75%. 
 
En la valoración con el anticuerpo PI3KCA las muestras se clasificaron en tres grupos 
según la intensidad de la tinción: 
0. Cuando la tinción era negativa. 
1. Cuando la intensidad de tinción era débil. 
2. Cuando la tinción era intensa. 
 
Para la -catenina se tuvo en cuenta la presencia o no de expresión nuclear, ya que 
una expresión nuclear positiva es indicativa de activación de la ruta Wnt. Para ello se 
clasificaron las muestras en 4 grupos (Figura 7): 
0. Cuando la expresión de -catenina nuclear era del 0%. 
1. Cuando era <25%. 
2. Cuando la expresión estaba entre el 25 y el 50%. 













Cuando el porcentaje de células entre las dos réplicas de cada muestra no coincidía, 
se procedió a calcular la media entre ambos valores. 
Tras la valoración por el Dr. Manuel Morente de cada uno de los 22 anticuerpos 
utilizados en el TMA, los datos fueron procesados por el programa GENEPATTERN 
(http://www.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern/) que permite la creación de 
agrupaciones jerárquicas teniendo en cuenta la afinidad de los perfiles de expresión de 
las muestras y genera un diagrama a partir de los grupos definidos, donde se 
representan las agrupaciones obtenidas. 
 
4.4.5. Análisis estadístico del TMA 
Los análisis estadísticos de los resultados del TMA  fueron realizados con el software  
IBM SPSS Statistic 20.  
Las comparaciones entre los diferentes clusters observados en el TMA se hicieron 
aplicando el test estadístico de Chi-cuadrado o el test F de Fisher, cuando las 
muestras no cumplían los criterios necesarios para la aplicación del Chi-cuadrado. Se 
consideraron significativos aquellos marcadores que mostraban un nivel de 
significación  <0,05. 
 
4.5. DETERMINACIÓN DEL ESTADO MUTACIONAL DE BRAF Y KRAS 
El análisis del estado mutacional de los genes KRAS y BRAF en 23 muestras de  
CCFTX se realizó en colaboración con el laboratorio de Biología Molecular del Servicio 
de Hematología del Hospital 12 de Octubre (Dr. Daniel Rueda Fernández).  
El exón 2 de KRAS (comprendiendo las mutaciones del codón 12 y 13) y el exón 15 de 
BRAF (incluyendo el hotspot V600E), fueron estudiados mediante análisis HRM (High 
Figura 7. Niveles de expresión de -catenina nuclear. Las figuras A y D muestran expresión de nivel 1 (<25%); las 
figuras B y E muestran expresión de nivel 2 (25%-50%) y las figuras C y F muestran expresión de nivel 3 (>50%). 








Resolution Melting) en el sistema de PCR en tiempo real LightCycler 480 de Roche. 
Las secuencias de los primers para KRAS fueron previamente descritas (Krypuy et al. 
2006). Y los primers para BRAF fueron diseñados con el NCBI Primer-BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/):  
Forward 5’- AAT GCT TGC TCT GAT AGG AAA ATG A-3’,  
Reverse 5’-GCA GCA TCT CAG GGC CAA AA-3’. 
 
Cada mezcla de reacción contenía 3 ng de DNA, 0.3 uM de cada primer, 3 mM de 
MgCl2 además de la solución LightCycler LC480 High Resolution Melting Master 
(Roche) y agua hasta un volumen final de 10 ul.  
Las condiciones de PCR aplicadas fueron: 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos, 
67°C durante 15 segundos, y 72°C durante 15 segundos, más 5 minutos de extensión. 
La curva de melting iba desde 40 hasta 93°C a un ratio de 0,02°C/segundo en el 
mismo instrumento. 
Los productos de PCR de muestras con diferentes patrones de melting fueron tratados 
con ExoSAP-IT (GE Healthcare) y secuenciados utilizando el BigDye Xterminator 
chemistry v3.1 (Applied Biosystems) en un secuenciador automático ABI3130 (Applied 
Biosystems). 
 
4.6. ANÁLISIS DEL PANEL DE FENOTIPO METILADOR DE ISLAS CpG 
Este análisis, también llevado a cabo en colaboración con el Dr. Daniel Rueda del 
hospital 12 de Octubre de Madrid, se realizó sobre las mismas 23 muestras de  
CCFTX.   
El estado de metilación de las regiones promotoras de los genes del panel CIMP (CpG 
Island Methylation Phenotipe): CACNA1G, CDKN2A, CRABP1, IGF2, MLH1, 
NEUROG1, RUNX3 y SOCS1 (Ogino et al. 2006a; Weisenberger et al. 2006), fueron 
analizadas utilizando la sonda de amplificación dependiente de ligación multiplex 
específica de ligación (MS-MLPA) (Nygren et al. 2005) (SALSA MLPA kit ME042-B1 
CIMP; MRC-Holland) de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante. Los 
productos MS-MLPA fueron analizados por electroforesis capilar en un secuenciador 
automático ABI3100 (Applied Biosystems), y los picos fueron analizados usando el 
software Genemapper v3.5. El índice de metilación de un locus CpG específico fue 
calculado dividiendo el área normalizada de una muestra sonda determinada digerida 
con HhaI y una muestra equivalente no digerida. 
Se establecieron tres niveles según el número de genes que presentaba metilación: 
No CIMP (≤1 gen); Bajo CIMP (de 2 a 5 genes) y Alto CIMP (>5 genes) 
 




4.7. ESTUDIO DE LIGAMIENTO 
Los estudios de ligamiento utilizan marcadores genéticos para encontrar genes de 
susceptibilidad a una enfermedad genética basándose en la frecuencia de 
recombinación (θ)  entre dichos marcadores genéticos.  
La recombinación es el intercambio de fragmentos cromosómicos, equivalentes entre 
sí, entre dos cromosomas homólogos, que ocurre en la profase (fase de paquitene) de 
la primera meiosis mediante la formación de quiasmas. 
La fracción de recombinación entre dos loci, se calcula como el porcentaje de 
gametos recombinantes (R) transmitidos por los progenitores con respecto al número 
total (Recombinantes + No Recombinantes (NR)). θ =  
Al logaritmo de la razón entre la probabilidad de que dos loci estén ligados y la 
probabilidad de que no lo estén se le denomina LODscore (Logarithm-of-odds-ratio), y 
se suele representar con la letra Z, siendo el término Z(θ) el valor de LODscore para 
un determinado valor de θ. 
 
Cuando dos genes están ligados, la probabilidad de que un progenitor transmita uno 
de los gametos recombinantes se calcula como:  
Y la probabilidad de que transmita cada uno de los no recombinantes será:    
De modo que el LODscore se calculará de la siguiente forma: 
 
Donde n sería el número de cromosomas no recombinantes y r sería el número de 
cromosomas recombinantes. 
Cuanto mayor es el LODscore, mayor es la evidencia de ligamiento, de modo que la 
mejor estima de θ es aquella que maximiza la función del LODscore. Tradicionalmente 
un score de 3 se ha considerado significativo para evidencia de ligamiento, y un score 
de 2 se ha considerado como ligamiento sugestivo. 
 
Lθ : probabilidad de que exista recombinación entre los dos loci. 
L (1/2): probabilidad de independencia de los loci. 
 




Los marcadores genéticos son segmentos de ADN de diferente tamaño con 
localización cromosómica conocida y cuya herencia entre individuos puede ser 
rastreada. A lo largo del tiempo se han descrito diferentes tipos de marcadores 
moleculares, pero los más frecuentemente utilizados son aquellos que permiten una 
alta tasa de discriminación entre individuos. De los marcadores más utilizados son los 
SNP (Single Nucleotide Polymosphisms), que representan el cambio de una base por 
otra diferente en la misma posición de una secuencia de ADN.  
A medida que ha evolucionado el proyecto de secuenciación del genoma humano, el 
número de SNP identificados  a lo largo de todo el genoma ha crecido de manera 
exponencial. Se estima que existe un SNP cada 300 pares de bases 
aproximadamente, lo que los ha convertido en una herramienta imprescindible en la 
genética molecular moderna. Existen plataformas (arrays) creadas por diferentes 
casas comerciales (Illumina, Affymetrix, etc.) que permiten el estudio conjunto de 
varios miles, hasta millones en las últimas versiones, de SNP para una o múltiples 
muestras, lo que ha revolucionado el mundo de la genética molecular. 
Para nuestro estudio de ligamiento utilizamos la plataforma Goldengate Linkage V de 
Illumina, que consta de 6.056 SNP distribuidos homogéneamente a lo largo de todo el 
genoma, con una media y una mediana de la distancia física de 470 Mb y 341 Mb, 
respectivamente,  y una media y una mediana de la distancia genética de 0,62 cM y 
0,38 cM, respectivamente. La genotipación fue realizada en colaboración con el Centro 
Español de Genotipado del CNIO (CeGen). Al ser una plataforma comercial, los 
oligonucleótidos fueron diseñados y sintetizados por Illumina Inc. Los detalles sobre el 
ensayo GoldenGate han sido publicados previamente (Oliphant et al. 2002; Murray et 




A continuación se explican los puntos en los que se divide el protocolo del análisis 
mediante la plataforma GoldenGate (http://www.illumina.com/documents/products/ 
workflows/workflow/goldengate_assay.pdf) (Figura 8).  
 
Día 1 
1. El ADN es activado mediante la unión de partículas paramagnéticas (Biotina). 
Este paso de activación es un proceso altamente eficaz que requiere una 
mínima cantidad de ADN (250 ng en una concentración de 50 ng/μl). 




Dependiendo del número de SNP, esta cantidad puede ajustarse a 160 pg de 
DNA por SNP genotipado. 
2. Se mezclan el conjunto de oligonucleótidos (OPA) y el ADN activado en un 
tampón que ayudará a la hibridación. Son necesarios tres oligonucleótidos para 
la amplificación específica de cada SNP: dos son específicos de cada alelo de 
un SNP (Allele-Specific Oligos o ASO). El tercer oligo, que hibrida varias bases 
aguas abajo de la localización del SNP, es el Locus-Specific Oligo o LSO. Los 
tres oligos contienen regiones de complementariedad genómica y lugares de 
reconocimiento de los primers universales (P1, P2  y P3). Además, los LSO 
contienen una secuencia de reconocimiento a un punto particular del array. 
3. Después de la hibridación, se realizan varios pasos de lavado, reduciéndose 
así el ruido de fondo por la eliminación o la mala hibridación de los oligos. La 
extensión del ASO apropiado y la unión de este producto extendido al LSO une 
la información referida al genotipo de la muestra para un SNP en concreto con 
la secuencia de reconocimiento que se encuentra en el LSO. 
4. El producto obtenido en el paso anterior es utilizado como base para una 
amplificación por PCR usando los primers P1, P2 y P3. Los oligos P1 y P2 
están marcados con las moléculas fluorescentes Cy3 (verde) y Cy5 (rojo). 
Día 2 
5. Los ADN marcados de cadena única se hibridan a sus correspondientes puntos 
específicos en el array mediante las secuencias de reconocimiento en los LSO. 
6. La hibridación de los productos del ensayo GoldenGate sobre el array (Array 
Matrix o BeadCHip) permite la separación de dichos productos sobre una 
superficie sólida para la lectura del genotipado de cada SNP. 
Día 3  
7. Después de la hibridación se realizan varios lavados para eliminar los restos 
del producto no hibridado y se procede al secado del array para su lectura. 
8. La lectura se realiza mediante el lector de arrays (BeadArrayReader) que 
permite analizar las señales de fluorescencia. 
9. Por último, se realiza la agrupación por genotipos de las muestras para cada 
uno de los SNP del ensayo mediante el software BeadStudio v3.2 de Illumina, 
creado específicamente para el análisis de los datos generados por 
GoldenGate (Figura 9).  
El software BeadStudio calcula un valor CallScore, comprendido entre 0 y 1, 
que es una medida de la fiabilidad de la genotipación de cada SNP para cada 
individuo genotipado. Esto permite establecer puntos de corte a partir de los 
cuales puede definirse qué individuos son homocigotos para uno de los alelos 




de un determinado SNP o para el otro, y qué individuos son heterocigotos para 
dicho SNP, así como qué individuos no han sido correctamente genotipados 
para ese SNP y, por tanto deben ser descartados. Aquellos SNP que no 
superen los criterios de calidad son eliminados. Aquellas muestras para las que 
el genotipo de un SNP sea dudoso se marcarán como missing, lo que supone 
un genotipo 0/0. Después de visualizar y analizar los datos generados con el 
software BeadStudio, el 6,09% de los SNP fueron descartados, de modo que al 
































Figura 8. Esquema del protocolo de Illumina para el ensayo Beadarray. Se representa el 
protocolo adaptado de Illumina Inc. (www.illumina.com) para la tecnología Beadarray. 
Durante el primer día se procede a la preparación del ADN con el fin de realizar una 
amplificación locus-específica y la adición de un marcador alelo-específico (Cy3 o Cy5). En 
el segundo día, se procede a la hibridación del ADN marcado y amplificado al soporte físico 
o array. Finalmente, en el tercer día se procede a la lectura de la fluorescencia para cada 
uno de los puntos del array que permitirá establecer los genotipos, homocigoto o 
heterocigoto, para cada muestra para cada uno de los SNP. Tomado del protocolo del 
GoldenGate proporcionado por Illumina 
 































4.7.2. Tratamiento de los datos 
El análisis de los datos se realizó utilizando el programa MERLIN (Abecasis et al. 
2002), que permite el análisis conjunto de un gran número de marcadores por 
cromosoma (http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/Merlin/tour/linkage.html). En 
primer lugar se estimó la señal de ligamiento mediante un análisis no paramétrico 
(Kruglyak 1997) calculando el estadístico Z-mean (NPLOD score) (Kong and Cox 
1997), que es el adecuado cuando no se conoce el modelo de herencia de la 
enfermedad, como es nuestro caso. Posteriormente se aplicó también un análisis 
paramétrico calculando el estadístico HLOD (Ott and Bhat 1999), asumiendo 
diferentes modelos de herencia (dominante y recesivo), y aplicando diferentes valores 
de frecuencia del alelo de susceptibilidad en la población (de 0,00072 a 0,2) y de 
penetrancia (de 15% a 60%) de la enfermedad, con el fin de intentar aumentar el valor 
Figura 9. Imagen generada por el Software BeadStudio en la que se representan todas las muestras 
genotipadas para el SNP seleccionado. Las muestras son coloreadas de acuerdo a su genotipo. Las zonas 
sombreadas marcan las regiones “call”, dentro de las cuales se incluyen los SNP que han sido genotipados 
correctamente. A la izquierda, en color rojo, se representan los individuos homocigotos para uno de los 
alelos del SNP seleccionado. A la derecha, en azul, se representan los individuos homocigotos para el otro 
alelo de ese SNP. En el centro, de color morado, los individuos heterocigotos. Los puntos que aparecen 
fuera de estas tres zonas se consideran SNP No Call, es decir que han fallado en la genotipación, y por 
ello son descartados. El número de muestras en cada cluster aparecen rodeadas por líneas ovaladas del 
color correspondiente. Los SNP genotipados con un CallScore bajo aparecen localizados lejos del centro 
de cada cluster. Los genotipos son representados para cada muestra teniendo en cuenta su intensidad de  
señal (Norm-R, eje Y), y la frecuencia alélica (Norm Thetha, eje X) respecto  a la posición canónica (región 
sombreada) para cada SNP. 




del LOD score. Para hacer el análisis se aplicó la opción multipoint, utilizando la 
información de cada marcador por separado, para el conjunto global de las familias y 
para cada familia por separado (opción perFamily de Merlin). 
Las regiones candidatas se definieron como aquellas cuyo NPLOD score fuese mayor 
de 2 y tuviese un p-valor asociado menor de 0,01. Estos valores de referencia fueron 
previamente utilizados en otros estudios publicados (Kemp et al. 2006). Por último, 
para evaluar la solidez de nuestros resultados, usamos la opción de simulación del 
programa Merlin para estimar empíricamente la probabilidad de que aquellos no se 
debiesen al azar. La simulación se realizó mediante el método de gene dropping 
MacCluer et al. 1986. En este método, los genotipos fundadores se simulan de 
acuerdo con las frecuencias poblacionales, y entonces los marcadores son repartidos 
(dropped) por el pedigrí simulando un flujo génico de acuerdo con las leyes de Mendel. 
Por último, se simulan los fenotipos de acuerdo al valor de la penetrancia. Se 
comparan los fenotipos simulados con los observados. El resultado es una muestra 
aleatoria de genotipos, dados los fenotipos observados. Se analizaron mil réplicas bajo 
la hipótesis nula de no ligamiento, y se determinó el número de regiones que 
mostrasen un valor de NPLOD score similar al umbral especificado en cada réplica. 
El programa CGHExplorer (Lingjaerde et al. 2005) se utilizó para visualizar los 
resultados obtenidos por Merlin. (MacCluer JW 1986) 
 
4.7.3. Frecuencias alélicas 
Las frecuencias alélicas fueron estimadas en el conjunto de todos los individuos 
incluidos en el análisis de ligamiento (denominadas frecuencias ALL). Los resultados 
obtenidos con las frecuencias ALL fueron comparados con datos obtenidos utilizando 
las frecuencias proporcionadas por Illumina para cada marcador, procedentes de la 
base de datos Centre d’Etude du Polymosphysme Humain (http://www.cephb.fr/en/c 
ephdb) (denominadas frecuencias CEPH), no encontrándose diferencias significativas, 
por lo que todos los resultados que se presentan proceden de los análisis hechos 
utilizando las frecuencias ALL. 
 
4.7.4. Análisis de ligamiento en una familia portadora de mutación patogénica en 
el gen MLH1  
Adicionalmente, hicimos un análisis de ligamiento en una familia portadora de una 
mutación conocida en el gen MLH1 para evaluar la eficiencia del estudio de ligamiento 
basado en marcadores SNP en familias de poca complejidad en las cuales existe una 
mutación de alta penetrancia que segrega con los individuos que manifiestan la 
enfermedad. 




4.8. ACOTAMIENTO DE LA REGIÓN 12q21.2 – 12q21.31 CON STRs 
Con el fin de estrechar y confirmar la segregación haplotípica de la región candidata 
12q21.2 – 12q21.31, seleccionamos 8 marcadores microsatélites o STR con alta 
heterocigosidad, localizados a lo largo de dicha región. Todos los microsatélites 
utilizados eran de tipo dinucleótido CA. En la Tabla 11 se identifican las características 
de los STRs seleccionados así como los primers utilizados para su amplificación. 
Este análisis de alta densidad de STRs (fine mapping analysis) se realizó en aquellas 
familias que mostraban señal de ligamiento en cada región. La genotipación se realizó 
en la Unidad de Secuenciación (Dr. Orlando Domínguez) del CNIO, usando un 
secuenciador ABI 3700 y el análisis de los datos se llevó a cabo usando el software 
Genescan (Applied Biosystems). 
 
Marcador cM Heterocigosidad 
Rango 
tamaño 
Posición Primer Forward Primer Reverse 
D12S92 84.2 0.75 188-204 Ch 12: 74133886-74134061 TGCCCAAGTTGCAGATG GTCAGGATTCCCCAGAAAA 
D12S1660 84.7 0.89 196-226 Ch 12: 76462424-76462624 GTTTGACACAAGTACACCAAGTCAC AAGTACCAGCCTATTTTTTTGGACC 
D12S1684 87.6 0.90 226-256 Ch 12: 77263237-77263478 GCCTCAGTTATGAGCCAATAAATTC GTAAGCCTGCTAACATTTGTGGAC 
D12S326 87.6 0.79 237-261 Ch 12: 77973840-77974092 CCCAGCAGTGCTAGTGTTGA GGGCTAGGGTGGAGAATCAA 
D12S1708 92.6 0.72 167-175 Ch 12: 82,405,262-82,405,430 GGGAACTTATGTCAAGGCTAGGA GATCTAGTGCTCAAGAGGTTTTCAA 
D12S1667 94.2 0.77 94-112 Ch 12: 83,730,951-83,731,054 CCCAGGATATGTAAGTAAATCCAA TCCCCATTTTTTAATCAGGT 
D12S311 96.5 0.57 199-207 Ch 12: 92,707,048-92,707,252 CCAAACATTAACTGTTCCC GTGCCCTGAGCAACTG 
D12S1345 97.6 0.75 214-236 Ch 12: 93,070,072-93,070,305 GCTCTGAAAAGCACATGACC AGCTACTCTAAGGGAAAAGACAG 
Tabla 11. Características de los microsatélites utilizados para acotar la región 12q21.2 – 12q21.31.  
 
4.9. SELECCIÓN DE GENES CANDIDATOS EN LA REGIÓN 12q21.2 – 12q21.31 
Para buscar los genes que se incluían dentro de nuestra región candidata utilizamos 
los programas BioMart (http://www.biomart.org) y Ensembl Genome Browser 
(http://www.ensembl.org). La selección de los genes candidatos se hizo teniendo en 
cuenta la información previa publicada con respecto a su implicación en cáncer o 
relación con rutas involucradas en carcinogénesis en general, y CCR en particular. 
Para obtener esta información acudimos a la base de datos del NCBI (National Center 
for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Finalmente 
se seleccionaron dos genes, RASSF9 y NTS, como los más sugestivos de poder estar 
relacionados con la etiología del cáncer de colon en las familias de CCFTX. A 
continuación se detalla la información y descripción funcional de ambos genes. 
RASSF9 pertenece a la familia RASSF, cuyos miembros tienen funciones como GST 
mediante regulación del ciclo celular y apoptosis. RASSF9 es un gen muy poco 




conocido, pero se ha demostrado que se une a proteínas Ras (N-Ras, K-Ras y R-Ras) 
y por ello se piensa que podría estar involucrado en procesos carcinogénicos. 
NTS es el gen que codifica la Neurotensina, una hormona gastrointestinal que actúa 
como modulador paracrino y endocrino de varias funciones gástricas, incluyendo 
control de la actividad vascular del músculo liso, motilidad gastrointestinal o 
secreciones biliares. Se ha demostrado que la Neurotensina estimula la proliferación, 
migración e invasión de varios cánceres que expresan el receptor de la Neurotensina 
(NTSR), incluyendo cáncer de páncreas, próstata, pulmón, mama y colorrectal. 
 
4.10. SECUENCIACIÓN DE LOS GENES CANDIDATOS 
Para la búsqueda de mutaciones se utilizó la técnica de secuenciación directa con 
desoxinucleótidos, llevada a cabo en la Unidad de Secuenciación del CNIO, utilizando 
para ello un secuenciador ABI Prism 3700. Las secuencias de referencia de los genes 
candidatos se obtuvieron de la base de datos de Ensembl Genome Browser 
(http://www.ensembl.org), y los cebadores fueron diseñados utilizando la página web 
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3). 
El protocolo utilizado para la PCR se detalla a continuación: 
 
RASSF9 fue dividido en 5 fragmentos para su amplificación (Exón1, Exón2-A, Exón2-
B, Exon2-C y Exón2-D), con las parejas de primers que se indican en la  Tabla 12. 
 
NOMBRE DEL  
PRIMER SENSE 
 SECUENCIA DEL 
 PRIMER SENSE (5'-3') 
NOMBRE DEL  
PRIMER ANTISENSE 
SECUENCIA DEL  
PRIMER ANTISENSE (5'-3') 
TAMAÑO DEL 
AMPLICON (bp) 
RASSF9 Exon1 S TCAGTACACCTTGTGTGGTTG RASSF9 Exon1 AS ACTTTCACAGGTAGGGTCCA 591 
RASS F9 Exon2-A  S ATGCCTCTCTCATTAAGGGTAAAA RASS F9 Exon2-A AS CATGAGAAACTGTGTCCTGCTT 598 
RASSF9 Exon2-B S GGACAGCTGAAGCCAAATTAGT RASSF9 Exon2-B AS CCAGCTGTTCAATTCCATCA 429 
RASSF9 Exon2-C S GAGGACCTGAGCGAAAGTGA RASSF9 Exon2-C AS CCATTGCTACTGGGAACCTC 404 
RASSF9 Exon2-D S CCTGGCCAAGGAATTCAA RASSF9 Exon2-D AS ATTTGTGCTGCATTCGTGAT 456 
Tabla 12. Fragmentos y primers utilizados en la amplificación del gen RASSF9. 
 
Del mismo modo el gen NTS fue dividido en 5 fragmentos (Exón1, Exón2, Exón3, 
Exón4-A y Exón4-B), con las parejas de primers que se indican en la Tabla 13. 
 
NOMBRE DEL  
PRIMER SENSE 
 SECUENCIA DEL 
 PRIMER SENSE (5'-3') 
NOMBRE DEL  
PRIMER ANTISENSE 
SECUENCIA DEL  
PRIMER ANTISENSE (5'-3') 
TAMAÑO DEL 
AMPLICON (bp) 
NTS Exón1 S ATAGGGCACATCCTGCAAAG NTS Exón1 AS GAGCAACTCTTCTCCCCAGATA 373 
NTS Exón2 S TCCCAGTGATCAATAGCTGTCT NTS Exón2 AS TTGCCTGTCATATCAACACCTT 495 
NTS Exón3 S GGAATTCATTTCTTGCTCATGT NTS Exón3 AS TTCTTGTTATGATTATGATTGGGAAT 386 
NTS Exón4-A S GAAAAATGCTCTGAAACAAAAGA NTS Exón4-A AS GCTCATAAGCTGGTATAAAATATCAAA 536 
NTS Exón4-B S TTTTCAAATAAATCTAAATCTTCAGCA NTS Exón4-B AS CAAAATGCAAAAGGGGAAAA 524 
Tabla 13. Fragmentos y primers utilizados en la amplificación del gen NTS. 




Preparación de la mezcla de amplificación 
La mezcla de PCR se prepara en un tubo eppendorf de 0,2 ml con las cantidades que 
se indican a continuación en la Tabla 14. 
 
Reacción de PCR para un volumen de reacción de 25 μl 
  Vol./reacción μl 
DNA X 
Primer Sense (10 mM) 1 
Primer Antisense (10 mM) 1 
Tampón PCR 10X con MgCl2 (KCl 50 mM, Tris 10 mM y 1,5 mM de MgCl2) 2,5 
dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (1,25 mM)  4 
Taq polimerasa 5 U/μl (Roche)  0,2 
Agua Hasta 25 μl 
Tabla 14. Preparación de la mezcla de PCR utilizadas para amplificar RASSF9 y NTS. 
 
Una vez que se ha preparado la mezcla de amplificación se realiza la PCR siguiendo 
los siguientes pasos: 
o Repartir la mezcla en tubos eppendorf de 0,2 ml. 
o Añadir el ADN correspondiente en cada tubo mezclando bien con la pipeta. 
o Introducir en el termociclador con el siguiente programa: 
 
94ºC  5 minutos 
 94ºC  45 segundos 
 Tm*  1 minuto  X  “n”  ciclos   
 72ºC  90 segundos 
 72ºC  7 minutos 
 
* Tm (Temperatura de melting) es la temperatura a la que los cebadores o primers se 
unen a las secuencias diana del ADN. Cada cebador requiere una temperatura propia, 
dependiente en gran medida del porcentaje de CG de su secuencia. Por ello, cada 
pareja de cebadores es testada previamente en un gradiente de temperaturas Tm, 
normalmente desde los 55ºC a los 65ºC. Si el contenido en CG del fragmento es muy 
alto, puede añadirse 1 μl de DMSO por reacción a la mezcla de amplificación.  
En el caso del gen RASSF9 todos los fragmentos se amplificaron utilizando 5 ciclos a 
Tm=68ºC, 5 ciclos a Tm=66ºC y 35 ciclos a 64ºC. 
En el caso del gen NTS, los fragmentos Exón1, Exón3 y Exón4A se amplificaron con 5 
ciclos a Tm=66ºC, 5 ciclos a Tm=64ºC y 35 ciclos a 62ºC. Para el exón 2 se utilizaron 
5 ciclos a Tm=68ºC, 5 ciclos a Tm=66ºC y 35 ciclos a 64ºC. Para el fragmento Exón4-
B se utilizaron 5 ciclos a Tm=60ºC, 5 ciclos a Tm=58ºC y 35 ciclos a 56ºC. 




La secuenciación se realizó en todos los individuos afectos de los que había ADN 
disponible, de las 5 familias que segregaban en el análisis con microsatélites. 
Para comprobar si las variantes encontradas habían sido previamente descritas o no, 
se utilizo la base de datos Ensembl.  
 
 
4.11. ESTUDIO DE LOS CAMBIOS ENCONTRADOS EN  NTS 
Para confirmar si el cambio de nucleótido no descrito en el exón dos de NTS  
(c.111C>A; p.F37L) era patogénico o no, utilizamos el Software de interpretación de 
mutaciones Alamut™ (http://www.interactive-biosoftware.com/Alamut-brochure.pdf). 
Este software reúne información de los genes procedente de fuentes diferentes. 
Alamut también integra métodos de predicción (por ejemplo, algoritmos de predicción 
de sitios de splicing o cálculo de las consecuencias de sustituciones, deleciones o 
inserciones de nucleótidos), y utiliza automáticamente otras webs de predicción. 
Para confirmar si la deleción de cuatro nucleótidos encontrada en la región 3’UTR del 
gen NTS podría estar localizada en el sitio de unión de algún microRNA, utilizamos 
seis programas de predicción diferentes: Microtar, Pita, RNAhibryd, Targetscan, 
Miranda y un último algoritmo creado en el CNIO. 
 
4.12. POBLACIÓN CONTROL 
Para comprobar si los cambios encontrados al secuenciar el fragmento Exón4-B del 
gen NTS están presentes o no en la población general, hicimos un estudio de ese 
cambio en una población control mediante cromatografía líquida desnaturalizante de 
alto rendimiento (dHLPC). Dados los resultados obtenidos en los primeros 150 
individuos analizados, no fue necesario seguir ampliando el número de controles. 
En primer lugar se hace una PCR convencional para amplificar el fragmento a estudiar 
en todos los individuos de la población control. Posteriormente se realiza una 
desnaturalización a 95°C durante 10 minutos, seguido de una disminución progresiva 
de la temperatura de 95°C a 65°C durante 45 minutos, permitiendo así que las hebras 
renaturalicen lentamente. Al renaturalizar lentamente provocamos que se forme de 
nuevo la doble hebra de ADN, uniéndose las hebras exactamente igual que las 
originales (la doble hebra de ADN wild type “normal”, por una parte, y la mutada por 
otra), a las que llamaremos homodúplex, y además provocamos que se unan 
combinaciones de las cadenas sentido y antisentido de cada homodúplex, para formar 
los llamados heterodúplex (Figura 10). Con este proceso se podrán detectar las 
mutaciones sobre la base de las diferentes uniones formadas después de la 
renaturalización entre los fragmentos de gen amplificados. 






Así pues, se puede decir que el dHPLC detecta las mutaciones según los diferentes 
homodúplex y heterodúplex que se forman del fragmento de gen estudiado. Los 
heterodúplex, que son térmicamente menos estables que su correspondiente 
homodúplex, se separan por cromatografía líquida de fase reversa, que trabaja en un 
rango de 50-70ºC.  
A temperatura mayor de 50°C las moléculas de DNA se desnaturalizan, separándose 
en dos cadenas simples complementarias. La desnaturalización en los heterodúplex 
es más extensa que la correspondiente a los homodúplex que tienen las bases 
perfectamente emparejadas, por consiguiente, los heterodúplex se retienen menos, 
eluyendo delante de los homodúplex como uno o más picos adicionales, dependiendo 
del número de mutaciones que existan (Figura 11). 
En el caso del fragmento Exón4-B de NTS la temperatura de desnaturalización 





Figura 10. Representación de la 
formación de homoduplex y 
heteroduplex en el dHPLC. 
Después de la desnaturalización 
y renaturalización del producto de 
la PCR, no sólo se forman los 
homodúplex, sino también 
heterodúplex, procedentes de la 
combinación de las cadenas 
sentido y antisentido de cada 
homodúplex. 
 
Figura 11. Separación de los heteroduplex del dHPLC por cromatografía líquida. 
(A) Los heterodúplex se desnaturalizan más extensamente y eluyen más pronto cuando aumentamos la 
temperatura de la columna por encima de 50°C (rangos de 50-70°C). 
(B) Cromatograma mostrando el patrón de elución con cuatro picos diferentes correspondiente a los dos 























































5.1. ESTUDIO DE LIGAMIENTO 
A continuación se presentan los resultados obtenidos en el estudio de ligamiento 
realizado en veintidós familias CCFTX. 
 
5.1.1. Regiones candidatas 
Como ya se ha descrito en la sección de materiales y métodos, hemos realizado un 
análisis de ligamiento en noventa y seis individuos pertenecientes a  veintidós familias 
CCFTX, utilizando un panel de 6.056 SNP repartidos homogéneamente a lo largo de 
todo el genoma. El 6,09% de los SNP no pudieron ser genotipados, de modo que, 
finalmente, se utilizaron 5.687 para realizar la genotipación.  
Diecisiete de las familias cumplían los criterios de Ámsterdam I, tres familias cumplían 
los criterios de Bethesda I, una familia cumplía los criterios de Bethesda II y una familia 
cumplía los criterios de Bethesda revisados. Ninguno de los tumores analizados de 
estas familias mostraron las características asociadas a mutaciones en los genes 
MMR. Con los datos genotípicos del total de SNP para cada una de las muestras 
incluidas en el estudio, se llevo a cabo un análisis de ligamiento a nivel global, 
combinando los datos de todas las familias. Dado que no se conoce el modelo de 
herencia de las familias CCFTX, este estudio de ligamiento se hizo, tratando de ser lo 
más conservadores posible, utilizando un análisis no paramétrico, en el que no se 
utiliza ningún modelo de herencia específico que describa la segregación del locus de 
interés. 
El análisis de ligamiento no paramétrico estándar fue llevado a cabo usando el 
software Merlin, que utiliza el modelo linear de (Kong and Cox 1997) para evaluar la 
evidencia de ligamiento.  
 






Figura 12.  Representación del perfil de ligamiento para las 22 familias incluidas en el estudio. Se representan los valores de NPL-score 
obtenidos para cada SNP en los 22 cromosomas autosómicos. Cuatro regiones cromosómicas (*), en los cromosomas 2, 4 y 12, mostraron un 
valor de NPL-score mayor de 2. 
 
* 





El criterio utilizado para la selección de las regiones cromosómicas candidatas a 
contener algún gen o genes que explicasen la susceptibilidad al CCR en nuestras 
familias un Nonparametric Linkage-score (NPL-score) ≥2 y un p-valor asociado ≤0,01. 
De este modo se identificaron cuatro regiones en tres cromosomas diferentes como 
candidatas a contener genes de susceptibilidad al CCFTX: 2p24.3, con un  NPL-score 
máximo de  2,133; 4q13.1, con un  NPL-score  máximo de  2,432; 4q31.21, con un  
NPL-score máximo de  2,348 y 12q21.2 – q21.31, con u  NPL-score de 2,466 (Tabla 
15 y Figura 13). 






2 2p24.3 rs765786 rs767624 2,133 0.0021 847.470 
4 4q13.1 rs1386117 rs1483720 2,432 0.0052 3.268.739 









Región 4q13.1 y 4q31.21   






Tabla 15. Descripción de las regiones candidatas y máximo NPL-score obtenido con el análisis no paramétrico. 
 









5.1.2. Análisis per family 
Tras el anterior análisis de ligamiento global, en el que se incluían todas las familias 
conjuntamente, realizamos un análisis individual de cada una de las familias mediante 
la opción per family que ofrece el programa Merlin. Este análisis nos permitiría 
comprobar cuáles eran las familias que ligaban a cada una de las cuatro regiones 
candidatas identificadas anteriormente, que serían aquellas con un NPL-score positivo 
en dichas regiones. Al igual que en el análisis global, en este caso también aplicamos 
un modelo no paramétrico para calcular la señal de ligamiento.  
De este modo comprobamos que 11 de nuestras familias presentaban un NPL-score  
positivo en la región candidata 2p24.3 (Tabla 16), 12 familias lo hacían en la región 
4q13.1 (Tabla 17), 11 en la región 4q31.21 (Tabla 18) y otras 11 en la 12q21.2 - 
12q21.31 (Tabla 19).  
REGIÓN FAMILIA 
 





Build 36 Coordinate 
DeCode cM 
2p24.3 93 
rs1434964 0,9989 14778828 34,83 
2p24.3 95 
rs767624 1,8092 15565670 36,26 
2p24.3 174 
rs765786 1,2644 14718200 34,79 
2p24.3 192 
rs765786 0,5355 14718200 34,79 
2p24.3 200 
rs767624 0,8139 15565670 36,26 
2p24.3 603 
rs1434964 0,6066 14778828 34,83 
2p24.3 874 
rs767624 0,4107 15565670 36,26 
2p24.3 1084 
rs1434964 1,4110 14778828 34,83 
2p24.3 1089 
rs767624 1,2978 15565670 36,26 
2p24.3 1111 
rs765786 0,3744 14718200 34,79 
2p24.3 1069 







Tabla 16. Máximo valor de NPL-score en las 11 familias que ligaban en la región candidata 2p24.3 (familias con NPL-
score positivo en dicha región). En la tercera  columna  se especifica el SNP con máximo NPL-score en esa región, en la 
cuarta columna aparece ese valor máximo de NPL-score y en la quinta y sexta columna se especifica la localización en 












Build 36 Coordinate 
DeCode cM 
4q13.1 93 
rs1483720 0,9955 64808686 77,53 
4q13.1 174 
rs1450900 0,3946 62445812 76,08 
4q13.1 191 
rs1489572 1,4142 63718108 76,85 
4q13.1 192 
rs1879462 0,7787 63476530 76,70 
4q13.1 263 
rs1386117 1,3416 61539947 75,47 
4q13.1 266 
rs1483720 0,8604 64808686 77,53 
4q13.1 274 
rs1386117 1,8699 61539947 75,47 
4q13.1 603 
rs1483720 1,4327 64808686 77,53 
4q13.1 874 
rs1386117 1,0867 61539947 75,47 
4q13.1 1089 
rs1456860 1,7233 61922541 75,67 
4q13.1 1110 
rs1483720 0,7573 64808686 77,53 
4q13.1 1069 











Build 36 Coordinate 
DeCode cM 
4q31.21 174 
rs2035901 1,2638 145741317 140,24 
4q31.21 191 
rs1822842 1,4142 145004294 140,08 
4q31.21 263 
rs1018092 0,4786 144758588 140,08 
4q31.21 266 
rs1018092 0,8981 144758588 140,08 
4q31.21 381 
rs1018092 0,3068 144758588 140,08 
4q31.21 474 
rs1018092 1,3416 144758588 140,08 
4q31.21 558 
rs1018092 1,4142 144758588 140,08 
4q31.21 603 
rs4290852 1,4992 145555922 140,09 
4q31.21 1089 
rs1018092 1,6319 144758588 140,08 
4q31.21 1110 
rs1018092 2,3238 144758588 140,08 
4q31.21 1069 
rs1018092 1,6288 144758588 140,08 
 
 
Tabla 18. Máximo valor de NPL-score en las 11 familias que ligaban en la región candidata 4q31.21 (familias con 
NPL-score positivo en dicha región). En la tercera  columna  se especifica el SNP con máximo NPL-score en esa 
región, en la cuarta columna aparece ese valor máximo de NPL-score y en la quinta y sexta columna se especifica la 
localización en pares de bases de dicho SNP basada en el Build 36 y la posición en cM basada en el mapa DeCode. 
 
 
Tabla 17. Máximo valor de NPL-score en las 12 familias que ligaban en la región candidata 4q13.1 (familias con NPL-
score positivo en dicha región). En la tercera  columna  se especifica el SNP con máximo NPL-score en esa región, en 
la cuarta columna aparece ese valor máximo de NPL-score y en la quinta y sexta columna se especifica la localización 


















93 rs2404772 0,9485 84068560 98,07 
12q21.2 – 
12q21.31 
174 rs11104254 1,2561 75151262 89,48 
12q21.2 – 
12q21.31 
191 rs730538 1,4142 85811637 98,10 
12q21.2 – 
12q21.31 
200 rs1489347 0,8042 85779093 98,09 
12q21.2 – 
12q21.31 
274 rs2063239 1,4811 81798372 96,74 
12q21.2 – 
12q21.31 
381 rs730538 4,1708 85811637 98,10 
12q21.2 – 
12q21.31 
474 rs1517814 1,3416 82116891 97,13 
12q21.2 – 
12q21.31 
558 rs730538 1,4142 85811637 98,10 
12q21.2 – 
12q21.31 
603 rs730538 0,6069 85811637 98,10 
12q21.2 – 
12q21.31 
1110 rs12146872 0,7158 81732256 96,66 
12q21.2 – 
12q21.31 





5.1.3. Análisis paramétrico 
A pesar de no conocer el modelo de herencia de estas familias, decidimos aplicar un 
análisis paramétrico con el fin de intentar evaluar mejor nuestros resultados y ver si 
mejoraban nuestros datos previos. Dicho análisis se realizó asumiendo diferentes 
modelos de herencia, dominante y recesivo, y aplicando diferentes valores de 
frecuencia del alelo de susceptibilidad en la población (de 0,00072 a 0,2) y de 
penetrancia (de 15% a 60%) de la enfermedad. Sin embargo, no obtuvimos una señal 
de ligamiento significativa en ninguna región cromosómica con ninguno de los modelos 
paramétricos aplicados (resultados no mostrados).  
 
5.1.4. Análisis de ligamiento en una familia MLH1+ 
Adicionalmente hicimos el mismo análisis de ligamiento en una familia portadora de 
una mutación conocida en el gen MLH1 para evaluar el poder de detección de este 
análisis de  de ligamiento basado en marcadores SNP en familias de poca complejidad 
Tabla 19. Máximo valor de NPL-score en las 11 familias que ligaban en la región candidata 12q21.2 – 12q21.31 
(familias con NPL-score positivo en dicha región). En la tercera  columna  se especifica el SNP con máximo NPL-score 
en esa región, en la cuarta columna aparece ese valor máximo de NPL-score y en la quinta y sexta columna se 








en las cuales existe una mutación de alta penetrancia que segrega con la enfermedad. 
Incluimos 4 individuos portadores de la mutación c.1731+1g>a (intrón 15) en MLH1. 
A pesar de que los cuatro individuos eran portadores de la mutación responsable de la 
enfermedad, no se obtuvieron valores positivos de NPL-score en los SNP localizados 
en la región 3p21, en la cual se localiza en gen MLH1 (Tabla 20).  
La explicación que nosotros encontramos a esta paradoja podría ser que con sólo una 
familia y con sólo cuatro de sus miembros, es posible no detectar una señal de 
ligamiento lo suficientemente grande. Para ello sería necesario incluir más familias en 
el estudio. Alternativamente, la falta de señal  podría deberse a la poca densidad de 
marcadores en la región de nuestro gen. 
CROMOSOMA POSICIÓN SNP NPL-SCORE P-VALOR 
3 31.600 rs357116 -0.436 0.6196 
3 32.430 rs729639 -0.437 0.6198 
3 34.650 rs353087 -0.441 0.6202 
3 36.240 rs905946 -0.443 0.6206 
3 37.570 rs1441035 -0.446 0.6209 
3 37.720 rs1375818 -0.446 0.6209 
3 37.790 rs1374197 -0.446 0.6209 




Cuando se interpretan resultados de un análisis de ligamiento en varias familias es 
conveniente conocer con qué frecuencia resultados similares podrían ser encontrados 
simplemente por azar. Con este fin, usamos la opción de simulación del programa 
Merlin para estimar empíricamente la probabilidad de que nuestros resultados fueran 
producto del azar. Merlin reemplaza nuestros datos por cromosomas simulados 
teniendo en cuenta la estructura de nuestras familias, el panel de marcadores y la 
frecuencia alélica utilizados, así como el patrón de missing data.  
Este método permite saber cuántas veces obtendríamos por azar los mismos 
resultados de NPLscore que hemos obtenido en nuestros datos reales, caracterizando  
de este modo el ratio de falsos positivo obtenido en nuestro estudio. 
En la Tabla 21 se muestran los resultados de las 1001 simulaciones realizadas, 
distribuidos por el número de regiones con un NPL-score >2.4 (máximo NPL-score que 
Tabla 20. Valor de NPL-score obtenido en los SNP próximos a la región del 3p21 donde se localiza el gen 





obtuvimos en el análisis de ligamiento global en nuestras familias). Concretamente en 
138 simulaciones se obtuvieron 4 regiones con un NPL-score >2.4, el mismo número 
de regiones candidatas que obtuvimos nosotros en el estudio de ligamiento. Es decir, 
la probabilidad de que el ligamiento en nuestras cuatro regiones pudiera ser resultado 
del azar, es elevada.  
















5.3. BÚSQUEDA DE GENES EN LAS REGIONES CANDIDATAS 
A pesar de que el análisis por familias y las simulaciones parecían sugerir que 
nuestras cuatro regiones podrían haber sido obtenidas por azar y, por tanto, no 
contener genes de susceptibilidad al CCFTX, decidimos analizar más en detalle las 
cuatro regiones antes de descartarlas totalmente. Para ello, el siguiente paso en 
nuestro estudio fue valorar los genes contenidos en cada una de las cuatro regiones 
utilizando las bases de datos BioMart (http://www.biomart.org) y Ensembl Genome 
Browser (http://www.ensembl.org).  
Después de esta revisión pudimos comprobar que las regiones 2p24.3, 4q13.1 y 
4q31.21 (Figuras 14, 15 y 16) son regiones de pequeño tamaño y con escaso 
contenido en genes. Por el contrario, la región 12q212-12q21.31 (Figura 17 y Tabla 
22) es una región de gran  tamaño y presenta un alto contenido en genes.  
 
 
Tabla 21. Resultado del análisis de simulaciones. La columna de la derecha indica el número de 
simulaciones en las que se obtuvieron el número de regiones con NPL-score >2.4 que aparece 












Genes en la región 4q13.1 
 
Figura 14. Representación de la región 2p24.3. Imagen generada con la página web www.ensembl.org. El único gen 
codificador de proteínas contenido en esta región es NBAS, (neuroblastoma amplified sequence). Aunque la función 
de NBAS aún no está bien definida, esta proteína parece estar involucrada en el transporte de vesículas desde el 
aparato de Golgi hasta el retículo endoplásmico. Además, alteraciones en este gen parecen estar implicadas en el 
síndrome de Pelger-Huët, caracterizado por talla baja y atrofia del nervio óptico, en el que no parece haber un 
incremento de la susceptibilidad al CCR (Maksimova et al. 2010).  
 
Figura 15. Representación de la región 4q13.1. Imagen generada con la página web www.ensembl.org. Entre los 



























Figura 16. Representación de la región 
4p31.21. Imagen generada con la página 
web www.ensembl.org. En esta región se 
localizan cuatro genes codificadores de 
proteínas (FREM3, GYPA, GYPB y 
GYPE). FREM3 (FRAS1-related 
extracellular matrix protein) es una 
proteína de la matriz extracelular que 
podría estar involucrada en procesos de 
adhesión celular. Mutaciones en 
miembros de esta familia de genes 
(FRAS1 y FRAM2) son responsables del 
síndrome de Fraser (OMIM#219000), una 
entidad autosómica recesiva 
caracterizada por criptoftalmos, sindactilia 
y alteraciones genitourinarias. No se ha 
descrito una susceptibilidad incrementada 
al CCR en las familias con este síndrome. 
GYPA (glycophorin A) es la principal 
proteína intrínseca de membrana de los 
eritrocitos. GYPB (glycophorin B) es una 
sialoglycoproteína minoritaria de la 
membrana de los eritrocitos. GYPE 
(glycophorin E) también es una 
sialoglicoproteína minoritaria de la 
membrana de los eritrocitos humanos. 



























































































   
 
Figura 17. Representación de la región 12q.21.2-12q21.31. Imagen generada con la página web www.ensembl.org 
 
 
Tabla 22 Genes contenidos en la región 12q.21.2-12q21.31 Extraído de la página web www.biomart.org. A diferencia 





SELECCIÓN DE LA REGIÓN 12q21.2 - 12q21.31 COMO CANDIDATA 
Las regiones 2p24.3, 4q13.1 y 4q31.21 son pequeñas, con un número de genes 
reducido, cuyas funciones no sugieren una probable implicación en carcinogénesis. En 
cambio, la región 12q21.2-12q21.31 es de gran tamaño, con un mayor número de 
genes, alguno de ellos con una posible implicación en carcinogénesis, por lo que 
decidimos centrar nuestro trabajo en esta región. 
 
5.4. FINE-MAPPING EN LA REGIÓN CANDIDATA 12q21.2-12q21.31 
Para confirmar o descartar la segregación haplotípica dentro de las familias 
seleccionadas en la región 12q21.2 – 12q21.31 (aquellas familias que presentaban 
NPL-score positivo en dicha región) y acotar la región candidata a contener nuestro 
gen, se genotiparon 8 microsatélites de alta heterocigosidad (D12S29, D12S1660, 
D12S1684, D12S326, D12S1708, D12S1667, D12S311 y D12S1345). Todos los 
microsatélites eran dinucleótidos CA y fueron elegidos de acuerdo a su posición en 
torno y dentro de la región candidata y a su heterocigosidad. Las localizaciones 
genéticas de estos marcadores están basadas en el mapa deCODE, utilizando el 
software MapViewer del NCBI Build 37.2. La distancia media entre marcadores fue de 
1.92 cM. 
Al igual que en el primer estudio de ligamiento, utilizamos un modelo no paramétrico, 
que era el más conveniente en nuestro caso dado que no conocemos el modelo de 
herencia de la enfermedad. En la Tabla 23 se muestran los valores de NPL-score 
obtenidos. El máximo NPL-score (2,426) fue obtenido entre los marcadores D12S1708 
y D12S326.  
Aunque no se pudo reducir el tamaño de la región candidata, el análisis de fine-
mapping demostró que el valor de NPL-score se mantenía al añadir los marcadores 
STR. Además, gracias al análisis con microsatélites encontramos que, entre las once 
familias que presentaban NPL-score positivo para la región 12q21.2 – 12q21.31 
cuando utilizamos los marcadores SNP, exclusivamente cinco familias (93,191, 381, 
474 y 1110) segregaban con dicha región cuando el análisis se hacía con los 
marcadores STRs, es decir que los miembros afectos de cada una de estas familias 
compartían un haplotipo de marcadores STR que no presentaban los individuos sanos 
(Figura 18), quedando excluid las 6 familias restantes como familias ligadas a esta 









































SNP NPL-SCORE P-VALOR 
rs1240267 1,398 0,0317 
rs1796337 1,336 0,0387 
rs1149006 1,225 0,0561 
rs1149007 1,225 0,0561 
rs1149014 1,225 0,0561 
rs1149018 1,225 0,0557 
rs1484828 1,233 0,0510 
rs1433251 1,12 0,0614 
rs1400142 1,152 0,0555 
rs7305820 1,164 0,0532 
rs1493829 1,176 0,0507 
rs1396226 1,187 0,0486 
rs6582285 1,304 0,0372 
rs11180636 1,437 0,0282 
D12S1660 1,710 0,0223 
rs11104254 2,105 0,0090 
rs7963830 2,177 0,0076 
D12S1684 2,198 0,0067 
rs1565728 2,219 0,0060 
rs1915356 2,241 0,0054 
D12S326 2,271 0,0046 
rs1351214 2,281 0,0045 
rs10506765 2,281 0,0045 
rs1020461 2,273 0,0046 
rs300510 2,276 0,0045 
rs1245775 2,340 0,0038 
rs1163016 2,426 0,0063 
rs11114842 2,382 0,0099 
D12S1708 2,381 0,0099 
rs12825792 2,361 0,0104 
rs12146872 2,169 0,0184 
rs2063239 2,143 0,0201 
rs1517814 2,121 0,0216 
D12S1667 2,117 0,0219 
rs11116512 2,057 0,0262 
rs11612337 2,057 0,0262 
rs1507213 2,057 0,0262 
rs2404772 2,057 0,0262 
rs1489347 2,054 0,0265 
rs730538 2,052 0,0267 
rs2061589 1,860 0,0483 
rs1508595 1,817 0,0551 
rs1019206 1,774 0,0607 
rs1689419 1,714 0,0687 
rs1401982 1,696 0,0710 
rs1438985 1,632 0,0801 
rs2051713 1,592 0,0850 
rs2034954 1,370 0,1184 
rs1489895 1,314 0,1292 
rs337663 0,831 0,2529 
D12S311 0,830 0,2532 
D12S1345 0,526 0,3390 
rs930248 0,485 0,3493 
rs1520724 0,223 0,4282 
rs2128894 0,222 0,4286 
Tabla 23. Valores de NPL-score obtenidos en el análisis de ligamiento no paramétrico en la región 12.21 incluyendo los 





5.5. SELECCIÓN DE RASSF9 Y NTS COMO GENES CANDIDATOS 
Una vez seleccionada la región 12q21.2 – 12q21.31 como mejor candidata y revisados 
todos los genes contenidos en ella, procedimos a la selección, entre los mismos, de 
aquellos que pudiesen guardar relación con la susceptibilidad al CCFTX en nuestras 
familias. Basándonos en la bibliografía consultada, finalmente seleccionamos dos 
genes como los mejores candidatos: RASSF9 y NTS, ambos localizados entre los 











RASSF9 (OMIM# 610383) pertenece a la familia de proteínas RASSF (Chen et al. 
1998; Richter et al. 2009; Sherwood et al. 2009), cuyos miembros tienen funciones 
como supresores de tumores mediante regulación del ciclo celular y apoptosis. 
RASSF9 es un gen muy poco conocido, pero se ha demostrado que se une a 
proteínas Ras (N-Ras, K-Ras y R-Ras) y por ello se piensa que podría estar 
involucrado en procesos carcinogénicos. 
NTS (OMIM# 162650) codifica un precursor común de dos péptidos: Neuromedina-N y 
Neurotensina. La neurotensina es un péptido cerebral y gastrointestinal. Está 
ampliamente distribuido a lo largo de todo el sistema nervioso central y puede 
funcionar como neurotransmisor o neuromodulador. Puede estar involucrado en 
eventos fisiopatológicos asociados a dopamina, el mantenimiento de la estructura y 
función intestinal y en la regulación del metabolismo lipídico de forma endocrina y 
paracrina. Actúa sobre tres tipos de receptores, dos de ellos asociados a la proteína G: 
Figura 19. Localización de los genes RASS9 y NTS con respecto a los marcadores microsatélites seleccionados 






NTS1 (de alta afinidad) y NTS2 (de baja afinidad), y sobre NTS3, un receptor 
transmembrana sencillo. 
Ha sido publicado que la neurotensina estimula el crecimiento de líneas celulares de 
cáncer de colon humano que expresan su receptor NTSR1 en cultivo, lo que sugiere 
que el crecimiento de los tumores de colon podría ser dependiente de la presencia de 
neurotensina en sangre (Maoret et al. 1999). 
 
5.6. SECUENCIACIÓN DE RASSF9 Y NTS 
Tras la selección de nuestros dos genes candidatos, procedimos a su secuenciación 
en las cinco familias que mostraron segregación con la región 12q21.2 – 12q21.31 en 
el análisis con microsatélites para comprobar, de este modo, si existían o no 
mutaciones que pudiesen explicar el cáncer de colon en dichas familias. 
Secuenciamos los dos exones de RASSF9, incluyendo región codificante y promotora, 
en todos los miembros afectos de las cinco familias, pero no encontramos ningún 
cambio en la secuencia en ninguno de los individuos. Este hecho descartaría a 
RASSF9 como responsable  de la susceptibilidad al cáncer colorrectal en estas 
familias.  
NTS también fue secuenciado en todos los miembros afectos de las cinco familias, 
encontrándose dos cambios no descritos. 
En primer lugar, hallamos un cambio de nucleótido que no había sido descrito 
previamente en el exón 2 (c.111C>A; p.F37L) de NTS en todos los miembros afectos 
de una de las familias. Este fragmento fue secuenciado posteriormente en dos 
individuos sanos de la misma familia con el fin de comprobar si era un cambio solo 
presente en los individuos afectos, y el resultado fue que, efectivamente, ninguno de 
los dos individuos sanos presentaba el cambio. Este hecho nos hizo pensar que dicho 
cambio podría estar relacionado con la patología de estos pacientes.  
Para comprobar si realmente estábamos ante una posible mutación causante del 
CCFTX, utilizamos el  software de interpretación de mutaciones Alamut™, que predijo 
que este cambio probablemente no era patogénico por estar presente en otras 
especies de mamíferos. No obstante, este cambio ha sido descrito posteriormente 






El segundo cambio encontrado en NTS fue una deleción de cuatro nucleótidos (GATT) 
en las posiciones 501-504 del extremo 3’UTR del gen (Figura 20). Este hallazgo nos 
hizo plantearnos si dicha deleción podría estar localizada en el sitio de unión de algún 
microRNA. Los sitios de unión de los miRNAs dentro de los extremos 3’UTR de los 
genes codificadores de proteínas son elementos regulatorios activantes en cis 
(Chuzhanova et al. 2007) y se han publicado algunas variantes en estos sitios de 
unión asociadas con enfermedades (Abelson et al. 2005). 





5.7. PREDICCIÓN DE LA ZONA DELECIONADA EN EL EXTREMO 3’ DE NTS 
COMO SITIO DE UNION DE microRNA 
Para comprobar si verdaderamente había algún microRNA que pudiese tener un sitio 
de unión en la zona de nuestra deleción, utilizamos 6 programas de predicción 
disponibles en la unidad de bioinformática del CNIO (Microtar, Pita y RNAhibryd, 
Targetscan, Miranda y un último algoritmo creado en el CNIO) 
Tres de los seis programas utilizados (Microtar, 
Pita y RNAhibryd) predijeron que el microRNA 
hsa-miR-199a-3p (Tabla 24 y 25) podría tener un 
sitio de unión que incluía estos cuatro nucleótidos 
delecionados, ya que el seed (sitio de 
reconocimiento del microRNA que comprende los 
nucleótidos 2-7) de este microRNA se encontraría 
nueve pares de bases aguas abajo de esta zona. 
Los tres softwares predijeron, no obstante, una 
unión imperfecta debido a la no 
complementariedad del nucleótido 518 del mRNA 
(Timina) con el tercer nuceótido del seed del 
microRNA (Guanina) (Figura 21). 
 
Figura 20. Representación de los 4 nucleótidos delecionados (marcados en rojo) y de la zona de interacción 
del microRNA hsa-miR-199a-3p (marcado en verde) en el 3’ UTR de NTS 
 
Figura 21. Interacción entre el miRNA hsa-miR-







miRNA SECUENCIA SEED 
hsa-miR-199a-3p ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA CAGUAG 
Tabla 24. Características del microRNA hsa-miR-199a-3p 
 












514 520 0.4743 0.5087 
Tabla 25. Predicción sobre la interacción del hsa-miR-199a-3p con el sitio delecionado en el 3’ UTR de 
NTS. Se indican la media y la mediana de los scores calculados con los tres métodos. Este score tiene un 
valor comprendido entre 0 (no hay unión) y 1 (unión perfecta). 
 
5.8. POBLACIÓN CONTROL 
El siguiente paso en la caracterización  de la deleción de cuatro nucleótidos (GATT) en 
las posiciones 501-504 del extremo 3’UTR de NTS  como posible causante de CCFTX, 
fue el análisis de una población control mediante dHPLC, con el fin de comprobar si 
esta deleción estaba presente o no en la población normal. Comenzamos analizando 
149 individuos control y vimos que 30 de ellos presentaban esta misma deleción. Este 
hecho se traduce en que aproximadamente el 20,13% de la población puede presentar 
este mismo cambio, lo que descartaría la implicación de la deleción encontrada con la 
















5.9. RESULTADOS DEL TISSUE MICROARRAY 
Como ya se comentó en el apartado de Materiales y Métodos, paralelamente al 
estudio de ligamiento, construimos un tissue microarray (TMA) con el fin de estudiar si 
existía algún perfil de expresión de proteínas que pudiese mejorar la caracterización 
de nuestra muestra de tumores CCFTX.  
 
Dicho TMA contenía 27 tumores de colon pertenecientes a familias con CCFTX, 21 
tumores de colon pertenecientes a individuos con mutaciones en los genes MMR (12 
MLH1+ y 6 MSH2+), 28 tumores de colon diagnosticados antes de los 45 años de 
edad  y 80 tumores de colon esporádicos.  
 
Tras la valoración inmunohistoquímica y el análisis de las agrupaciones jerárquicas, 
pudimos comprobar que las muestras formaban dos clusters principales, a los que 
hemos denominado grupo A y grupo B (Figura 22). El grupo A contenía 99 muestras  
con representación significativa de las 4 categorías de CCR incluidas en el TMA. El 
grupo B contenía 57 muestras, principalmente de CCR esporádico (Tabla 26). 
 
Los casos de CCFTX se concentraban principalmente en el Grupo A, con excepción 
de 4 casos que se localizaban en el grupo B. Igualmente, la mayor parte de las 
muestras con mutación en los genes reparadores y de los tumores aparecidos antes 
de los 45 años también se localizaban en el grupo A, con una proporción muy pequeña 
de casos en el grupo B. En cambio, los casos esporádicos se distribuían entre ambos 
clusters, lo que indicaría que se trata de un grupo heterogéneo de muestras que no 
presentan un patrón común de expresión de las proteínas analizadas.  
 
 
Dentro del grupo A distinguimos, a su vez, dos subgrupos, a los  que hemos llamado 
A1, que contenía 46 casos, y A2, que contenía 53 casos (Tabla 27). En el grupo A1 se 
localizaban la mayor parte de los casos esporádicos y MMR+. Todos los casos CCFTX 
se localizaban en el grupo A2, junto con la mayor parte de los casos <45.  
Los casos <45 con antecedentes familiares se localizaban junto a los casos CCFTX en 
el Subgrupo A2, excepto uno de ellos (07T-37, Figura 22) que se situaba más lejos, en 
 
CCFTX MMR+ <45 ESP 
GRUPO A 23 (85,18 %) 19 (90,47 %) 24 (85,71 %) 33 (41,25 %) 
GRUPO B 4 (14,81 %) 2 (9,52 %) 4 (14,28 %) 47 (58,75 %) 






el grupo B, entre los casos esporádicos. Como era de esperar, el caso <45 que 
presentaba IMS (ver  “construcción de los TMA” en Materiales y Métodos), se agrupa 
junto a los casos MMR+ en el Subgrupo A1. Atendiendo a esta distribución podríamos 
decir que los casos CCFTX muestran un patrón histológico similar a los casos <45 y 
que parecen mostrar diferencias con respecto a los casos MMR+ y a la mayor parte de 




Para ver cuáles eran los anticuerpos que definían cada uno de los grupos establecidos 
tras el análisis del TMA, realizamos comparaciones entre los diferentes clusters 
utilizando el test estadístico de Chi-cuadrado de Pearson o el test de Fisher mediante 
el programa estadístico SPSS. En el Anexo II de esta tesis doctoral pueden 
encontrarse las tablas generadas por el programa SPSS en cada una de las 
comparaciones realizadas. 
 
Los resultados más relevantes obtenidos en este análisis se presentan a continuación. 
 
CCFTX MMR+ <45 ESP 
SUBGRUPO A1 0 (0%) 18 (94,73 %) 4 (16,66 %) 24 (72,72 %) 
SUBGRUPO A2 23 (100 %) 1 (5,26 %) 20 (83,33 %) 9 (27,27 %) 







Figura 22. Agrupación jerárquica de todos 
los tumores creada tras el análisis de los 
anticuerpos con el programa Cluster 
versión 3.0. Imagen generada con el 
programa Tree View. El color rojo indica 
expresión positiva y el color morado 
expresión negativa. La intensidad de los 
colores se correlaciona con el nivel de 
expresión. Las muestras pertenecientes a 
familias con CCFTX aparecen nombrados 
como CCRX y marcados en verde. Las 
muestras de familias con mutación en 
MLH1 o MSH2 aparecen nombradas como 
MMR+ y marcadas en azul.  Las muestras 
de individuos menores de 45 años 
aparecen nombradas como <45 y 
marcadas en rojo. Las muestras de casos 
esporádicos aparecen nombradas como 





5.9.1. Comparación entre el grupo A y el grupo B 
En primer lugar quisimos ver cuáles eran los marcadores que establecían las 
diferencias entre los dos clusters principales, A, altamente heterogéneo y B, formado 
mayoritariamente por casos esporádicos. Los resultados de la comparación se 
resumen en la Tabla 28 y se muestran de forma más detallada en el apartado A del 
Anexo II. 
Se consideraron como significativos aquellos marcadores con un nivel de significación 
<0,05. De este modo encontramos que había 15 proteínas que mostraban diferencias 
de expresión entre ambos grupos (MLH1, MSH2, MSH6, E-cadherina, CDK2, CICLINA 



















Entre estas 15 proteínas las principales diferencias se observaban en la expresión de 
MSH6 y RBP. Mientras que un gran porcentaje de los casos del grupo A mostraba 
expresión media o alta de MSH6 y RBP (54% y 61%, respectivamente), el grupo B 
presenta mayoritariamente baja expresión o nula de ambos marcadores (86% y 88%, 
respectivamente) (Figura 23). 
 
Tabla 28. Resultados de la comparación entre el grupo A y el grupo B 
 
Figura 23. Comparación de los 
niveles de expresión de MSH6 y 
RBP entre el grupo A y el grupo 
B. En el eje X se representa el 
nivel de expresión (0, 1, 2 ó 3). 
En el eje Y se representa el 
porcentaje de casos en cada 






5.9.2. Comparación entre el grupo A1 y el grupo A2 
Como ya hemos comentado, dentro del grupo A diferenciamos dos subgrupos, el A1, 
que contenía la mayor parte de los casos MMR+ y de los esporádicos del grupo A; y el  
A2, que contenía todos los casos CCFTX y la gran mayoría de los <45. En la 
comparación de ambos subgrupos (Tabla 29), pudimos comprobar que 15 de los 
marcadores resultaron significativos. En el apartado B del Anexo II se muestran las 
















CICLINA D1 0.024 
 
 
Las principales diferencias aparecían al observar la expresión de las proteínas 
reparadoras. Un porcentaje de las muestras del subgrupo A1 mostraba expresión 
negativa o baja de MLH1 (46%), MSH2 (17%) y MSH6 (72%). Este resultado está 
relacionado con la presencia de los casos MMR+ en este cluster. Por su parte, el 
subgrupo A2, presentaba mayoritariamente expresión de nivel 2 y 3 de dichos 
marcadores. Las muestras del subgrupo A1 también mostraban tendencia a la 
expresión negativa o débil de P53 (85%), mientras que el 55% del subgrupo A2 tenía 
expresión fuerte del mismo y el resto, un 45%, tenía expresión negativa o débil (Figura 
24). También aparecen resultados interesantes en cuanto a la expresión de P21, ya 
que, al igual que ocurría con P53 en el subgrupo A1, P21 parece definir dos categorías 
diferentes: un 58% de las muestras con tendencia a la expresión fuerte del mismo y un 
42% con tendencia a la expresión débil. 
Tanto P53 como P21 son proteínas relevantes por su participación en procesos 
supresores de tumores.  









Se ha estimado que, aproximadamente, el 15%  de 
los casos esporádicos de CCR muestra inactivación 
somática de MLH1 por hipermetilación. Examinamos  
cuál era el porcentaje dentro de nuestros casos 
esporádicos, que mostraba falta de expresión de esta 
proteína reparadora. El 16,66% de los casos 
esporádicos del subgrupo A1 mostraba expresión 
baja o nula de MLH1, y en el subgrupo A2 había falta 
de expresión en el 11,11% de los casos esporádicos. 
Por otro lado, el 25,53% de los casos esporádicos del 
grupo B mostraba expresión negativa o débil de 
MHL1. 
Esto es, en el conjunto de nuestros casos 
esporádicos, el 21,25% muestra falta de expresión 
de MLH1, que correspondería probablemente a 
aquellos CCR esporádicos ocasionados por el 







Figura 24. Comparación de los niveles 
de expresión de los marcadores 
significativos entre los subgrupos A1 y  
A2. En el eje X se representa el nivel 
de expresión (0, 1, 2 ó 3). En el eje Y 
se representa el porcentaje de casos 
en cada nivel de expresión para cada 
anticuerpo 
Figura 25. A) Comparación entre los 
casos esporádicos del Subgrupo A1 y del 
A2 en cuanto a la expresión de MHL1.  
B) expresión de MLH1 en el conjunto de 
los casos esporádicos. En el eje X se 
representa el nivel de expresión (0, 1, 2 ó 
3). En el eje Y se representa el 
porcentaje de casos en cada nivel de 







5.9.3. Comparación entre los tumores CCFTX y el resto de los casos 
5.9.3.1 Comparación entre los casos CCFTX del subgrupo A2 y los casos CCTFX 
del grupo B 
Para caracterizar mejor nuestros tumores de tipo CCFTX, principal objetivo de este 
estudio, hicimos una comparación entre los casos de tipo CCFTX y los distintos grupos 
de CCR. Comenzamos comparando los CCFTX en los grupos A y B. Aunque 
solamente 4 (14,81%) de los casos CCFTX se agruparon en el grupo B, quisimos 
intentar esclarecer las diferencias que existían entre éstos y los CCFTX localizados en 
el subgrupo A2. Tres anticuerpos resultaron estadísticamente significativos: PI3KCA, 







La principal diferencia que encontramos fue que todos los casos CCFTX del grupo B 
tenían expresión nula de RBP, mientras que casi el 60% de los casos del subgrupo A2 
tenía expresión fuerte del mismo. Con CDK2 el patrón fue prácticamente igual que el 
anterior, todos los casos CCFTX del grupo B tenía expresión débil o nula del mismo, 
mientras que los casos del subgrupo A2 tenían predominantemente expresión alta o 







Tabla 30. Resultados de la Comparación entre los casos CCFTX 
del subgrupo A2 y los del grupo B 
 
Figura 26. Comparación de los niveles de expresión de los marcadores significativos entre los casos CCFTX del 
subgrupo A2 y los del grupo B. En el eje X se representa el nivel de expresión (0, 1, 2 ó 3). En el eje Y se representa 





5.9.3.2. Comparación entre los casos CCFTX del subgrupo A2 y los casos MMR+ 
Como hemos comentado, la gran mayoría de los casos MMR+ se localizaba en el 
subgrupo A1, mientras que la mayor parte de los casos CCFTX lo hacían en el 
subgrupo A2. Al ser los MMR+ el único tipo de CCR en este TMA del que se conoce la 
ruta genética implicada, nos pareció que la comparación entre ambos grupos podría 
darnos una importante información para poder caracterizar nuestros CCFTX. Además 
de las esperadas diferencias en la expresión de las proteínas reparadoras, también 











Los casos CCFTX tenían alta expresión de las proteínas reparadoras,  y un porcentaje 
de los mismos presentaba baja expresión de SMAD4 (39%), COX2 (39%) y MUC1 
(17%). Respecto a P53, el 47% de los CCFX mostraba expresión elevada de la 
proteína. Por su parte todos los casos MMR+ tenían alta expresión de SMAD4 (94%), 
COX2 (100%) y MUC1 (100%) y baja o nula de P53 (100%) (Figura 27).  
 
 
Tabla 31. Resultados de la Comparación entre casos CCFTX del 
subgrupo A2 los casos MMR+ del subgrupo A1. 
Figura 27. Comparación de los niveles de expresión de los 
marcadores significativos entre casos CCFTX del subgrupo A2 los 
casos MMR+ del subgrupo A1. En el eje X se representa el nivel 
de expresión (0, 1, 2 ó 3). En el eje Y se representa el porcentaje 





5.9.3.3. Comparación entre los casos CCFTX  y los CCR esporádicos  
Parece haber un pequeño grupo de CCR esporádicos, el 11,25% que representan los 
9 casos que se agrupan en el subgrupo A2, que muestran perfiles de expresión 
inmunohistoquímica similares a los CCFTX. Pero quisimos analizar qué anticuerpos 
podían diferenciar los casos CCFTX de los otros dos grupos de CCR esporádicos (los 
casos localizados en el subgrupo A1, y aquellos localizados en el grupo B).  
Los  casos esporádicos localizados en el subgrupo A1 se caracterizaba por la alta 
expresión de SMAD4 (100%) y la baja expresión de E-Cadherina en gran parte de los 
casos (42%), al compararlos con los casos CCFTX que, por el contrario, presentaban 
alta expresión de E-cadherina en todos los casos (100%) y baja de SMAD4 en un 
porcentaje importante (39%).  
 
También cabe destacar la tendencia a la expresión débil o nula de P53 y MSH6 en los 
casos esporádicos del subgrupo A1 frente a la tendencia a la sobreexpresión de los 
mismos en el 47% y en el 100% de los casos CCFTX, respectivamente (Figura 28). 
Los perfiles en SMAD4 y P53 de los casos esporádicos de A1 se asemejan a los 
obtenidos en los casos MMR+. Es decir que existen ciertas semejanzas entre algunos 
de los casos de CCR esporádico y los casos con mutaciones en los genes MMR. 
 
También encontramos diferencias importantes en cuanto a la expresión de -catenina 
nuclear (Figura 29). La mayor parte de los casos CCFTX del subgrupo A2 mostraba 
expresión débil del mismo, mientras que buena parte de los casos esporádicos del 
grupo A1 mostraban una tendencia a la expresión de nivel 2 (<50%). En ambos tipos 
de tumores un pequeño porcentaje (17% y 13%, respectivamente) mostraba, además, 
Figura 28. Comparación de los niveles de expresión de SMAD4, P53, 
MSH6 y E-Cadherina entre casos CCFTX del subgrupo A2 y los 
Esporádicos del subgrupo A1. En el eje X se representa el nivel de 
expresión (0, 1, 2 ó 3). En el eje Y se representa el porcentaje de casos 





expresión de nivel 3 de β-catenina nuclear. La expresión nuclear positiva de β-
catenina indica activación de la ruta WNT. 
 
La principal diferencia entre los CCTFX y los esporádicos del grupo B se observaba a 
nivel de la expresión de MHS6 (Figura 30). Mientras que el 100% de los casos 
esporádicos del grupo B mostraba tendencia a la expresión nula o débil, el 100% de 
los CCFTX mostraba sobreexpresión. 
También es destacable la tendencia a la expresión baja o débil de RBP en el 84% de 
los casos esporádicos frente a la tendencia a la sobreexpresión observada en el 57% 
de los casos CCFTX. 
Estos resultados guardan relación con los observados en la primera comparación 
realizada anteriormente entre el grupo A y el grupo B. De modo que la tendencia a la 
baja expresión de MSH6 y RBP observada en el grupo B parece venir condicionada  




En cuanto a la -catenina, el patrón es muy similar, aunque con diferencias menos 
marcadas, al encontrado en la comparación con los casos esporádicos del subgrupo 
A1; la mayor parte de los casos CCFTX del subgrupo A2 mostraba expresión débil del 
Figura 30. Comparación de los niveles de expresión de MSH6 y RBP entre casos CCFTX del subgrupo 
A2 y los Esporádicos del grupo B. En el eje X se representa el nivel de expresión (0, 1, 2 ó 3). En el eje Y 
se representa el porcentaje de casos en cada nivel de expresión para cada anticuerpo. 
Figura 29. Comparación de los niveles de expresión 
de β-catenina nuclear entre casos CCFTX del 
subgrupo A2 y los Esporádicos del subgrupo A1. En 
el eje X se representa el nivel de expresión (0, 1, 2 ó 
3). En el eje Y se representa el porcentaje de casos 





mismo, mientras que buena parte de los casos esporádicos del grupo B mostraban 
una tendencia a la expresión de nivel 2 (Figura 31). 
 
 
Por último, y aunque queda al margen del objetivo de esta tesis, quisimos analizar qué 
anticuerpos marcaban las diferencias observadas entre los dos grupos de CCR 
esporádico (aquellos casos localizados en el grupo A y los localizados en el grupo B). 
En la Figura 32 se muestran las proteínas que mostraron las principales diferencias. 
Los resultados más sugerentes se encontraron en la expresión de Ciclina D1 y RBP. 
Mientras que la mayor parte de los casos esporádicos del grupo A muestra expresión 





En la figura 33 tratamos de representar visualmente los resultados más relevantes 
obtenidos en el estudio inmunohistoquímico de los tumores. 
Figura 31. Comparación de los niveles de expresión de β-
catenina nuclear entre casos CCFTX del subgrupo A2 y los 
Esporádicos del grupo B. En el eje X se representa el nivel 
de expresión (0, 1, 2 ó 3). En el eje Y se representa el 
porcentaje de casos en cada nivel de expresión para cada 
anticuerpo. 
Figura 32. Comparación de los niveles de expresión de RBP, CDK2, P21, E-Cadherina, Ciclina-D1 y NTS 
entre casos esporádicos del grupo A y los Esporádicos del grupo B. En el eje X se representa el nivel de 








 Los subgrupos A1 y A2 se diferencian de partida en la expresión de las proteínas de 
reparación (parte superior de la gráfica, Figura 33). Coinciden en  la baja expresión, en 
la mayoría de los casos, de EGFR, NTS y PI3KCA, y la alta expresión de CDK2 y 
Ciclina D1. 
Figura 33. Representación esquemática de las principales diferencias de expresión 
observadas en nuestro TMA. El color verde indica alta expresión (niveles 2 y 3) y el 
rojo indica baja expresión (niveles 0 y 1). Al lado de cada marcador se indica el 



















La ruta Wnt parece estar activa, a juzgar por la alta expresión de -catenina, 
aproximadamente en la mitad de los casos de ambos subgrupos (59% en A1 y 46% en 
A2). 
Junto a los MMR, la expresión de P53 y P21, también son elementos diferenciadores. 
Mientras que el subgrupo A1 es más uniforme con una mayoría con baja expresión de 
P53, a expensas fundamentalmente de los tumores MMR+, el subgrupo A2 muestra 
mayor heterogeneidad. La mitad de los casos aproximadamente muestran alta 
expresión y la otra mitad baja expresión. Esta misma proporción se observa también 
en los tumores CCFX.  
Respecto a P21, el 41% de los tumores A1 muestran baja expresión, a expensas 
principalmente de los MMR+, y el 69% restante, alta expresión, siendo en este caso 
los tumores esporádicos los que parecen condicionar este resultado. Dos tercios de 
los tumores A2 muestran baja expresión de P21, y entre los CCFTX, el 69% mostraba  
baja expresión y el 31% alta. 
El resto de las diferencias entre ambos grupos, las marcan SMAD4, MUC1, COX2, 
RBP y E-CAD, como ya se ha presentado en apartados previos.  
Los casos CCFTX, principal objeto de estudio de esta tesis, se situaron 
mayoritariamente en el subgrupo A2, junto a los tumores colorrectales en menores de 
45 años, que en su gran mayoría mostraron estabilidad de microsatélites. Los CCFTX  
mostraban tendencia a la alta expresión de las proteínas MMR, CDK2, Ciclina-D1 y de 
E-cadherina y tendencia a la baja expresión de β-catenina, hTERT, PTEN, EGFR, 






Figura 34. Representación del perfil de expresión de todos los anticuerpos utilizados en el TMA en los 
casos  CCFTX del subgrupo A2. El color azul indica expresión de nivel 0, el color rojo expresión de 
nivel 1, el verde de nivel 2 y el morado de nivel 3. En el eje Y se representa el porcentaje de casos 





5.10. ESTUDIO DE MUTACIONES EN LOS GENES BRAF Y KRAS Y DEL ESTADO 
DEL FENOTIPO METILADOR DE ISLAS CpG EN LOS CASOS CCFTX 
A continuación se presentan los resultados del estudio de mutaciones en los genes 
BRAF y KRAS y del estudio del fenotipo metilador de islas CpG (CIMP) realizado en 
las muestras de tipo CCFTX.  
MUESTRA CIMP BRAF KRAS 
02T-81 BAJO Negativo Negativo 
02T-100 BAJO Negativo Negativo 
02T-393 ALTO Positivo V600E Negativo 
04T-287 BAJO Negativo Positivo G13V 
04T-351-4 ALTO Negativo Positivo G12V 
05T-75 ALTO Negativo Negativo 
08T-72 BAJO Negativo Positivo G13V 
08T-83 BAJO Negativo Positivo G13C 
08T-121 NO CIMP Negativo Negativo 
08T-77 ALTO Negativo Positivo G12D 
09T-69 NO CIMP Negativo Positivo G12V 
08T-112 NO DETERMINADO Negativo NO DETERMINADO 
03T-156 ALTO Positivo V600E Negativo 
04T-70 NO CIMP Negativo Negativo 
05T-247 NO CIMP Negativo Negativo 
08T-76 ALTO Negativo Positivo G13D 
08T-125 ALTO Negativo Negativo 
09T-02 NO CIMP Negativo Negativo 
09T-23 NO CIMP Negativo Negativo 
09T-110 BAJO Positivo V600E Negativo 
09T-120 BAJO Negativo Positivo G13C 
02T-401 BAJO Negativo Positivo G12V 
08T-114 NO CIMP Negativo Negativo 
 
 
Se analizaron un total de 23 muestras (Tabla 32). Siete casos mostraban fenotipo 
CIMP alto, ocho mostraban un fenotipo CIMP bajo, siete muestras mostraron un 
fenotipo no CIMP y una muestra no pudo ser analizada. Tres tumores presentaron la 
mutación V600E en el gen BRAF, frente a veinte muestras que no la presentaron. Con 
respecto a KRAS, nueve muestras presentaron mutación, y trece muestras no 
presentaron ninguna mutación en el exón 2 de este gen.  
 
GENES METILADOS 
NO CIMP ≤1 
BAJO 2<X<5 
ALTO >5 
Tabla 32. Resultados del análisis del fenotipo CIMP y del estudio 






Ningún caso mostró mutación simultánea de KRAS y BRAF. Los tres casos con 
mutación en BRAF tenían una edad de diagnóstico de 72, 51 y 80, respectivamente. 
En cuanto al estadío de diferenciación, dos de ellas estaban en el estadío C de Dukes 
y la otra en el C2. Estos resultados contrastan con los comunicados por otros autores 
referentes a una edad de aparición temprana y un comportamiento invasivo en estos 
tumores (Sanchez-de-Abajo et al. 2007). También se ha descrito una asociación entre 
la mutación de KRAS y una mayor edad de diagnóstico. En nuestra muestra, hay un 
caso con 31, otro con 42 años, y el resto está por encima de los 59 años. 
 Hemos identificado siete tumores con fenotipo CIMP alto (6 pertenecientes al 
Subgrupo A2 y 1 perteneciente al Grupo B). De estos siete casos CCFTX con alto 
fenotipo CIMP,  tres casos pertenecían a pacientes de sexo femenino y 4 pertenecían 
a pacientes de sexo masculino. En cuanto a la localización, la mitad de los casos 
tenían una localización proximal, como se ha descrito (Issa 2004). 
En dos de los siete casos con fenotipo CIMP alto, se identificó la mutación V600E en 
BRAF. El otro caso con esta mutación apareció en un tumor con fenotipo CIMP bajo.   
La alta IMS, alto fenotipo CIMP y mutaciones en BRAF parecen estar inversamente 
asociadas con la expresión nuclear y citoplásmica, es decir, estado activado, de β-
catenina, y se asocian positivamente con la expresión en membrana (Kawasaki et al. 
2007; Ogino and Stampfer 2010). En nuestros casos también se observó una 
tendencia a la asociación inversa entre el fenotipo CIMP y la expresión nuclear de β-
catenina, ya que cinco de los siete tumores  tenían expresión de nivel 1 de β-catenina 
nuclear  y un caso tenía expresión de nivel 2. El restante tenía expresión de nivel 3. No 
obstante, de los 15 casos con fenotipo No CIMP o con CIMP bajo, 12 casos también 
presentaban expresión de nivel 1 de β-catenina, 2 casos expresión de nivel 2 y un 
caso expresión de nivel 3. Es decir en la mayor parte de los tumores CCFTX 
analizados  no se ha identificado expresión nuclear de β-catenina.  
En nuestra muestra hemos observado una buena correlación entre la pérdida de P21 y 
el fenotipo CIMP alto, como se ha descrito previamente (Goldstein 2006). De nuestros 
siete casos con alto CIMP, cinco casos mostraron pérdida o baja expresión de P21 y 
dos casos mostraron alta expresión de P21.  
Respecto a P53, se ha descrito una asociación inversa entre las mutaciones de P53 
(sobreexpresión) y el estado CIMP alto y IMS (Toyota et al. 2000; Samowitz et al. 
2001). De nuestros 7 casos CCTFX con alto CIMP, 5 casos mostraban expresión 





(28,57%) de casos parece tener mutación en P53 (sobreexpresión), coincidiendo con 
los datos publicados.  
Como este dato nos pareció llamativo decidimos mirar la expresión de P53 en el resto 
de casos CCFTX, aquellos que no presentaban un fenotipo CIMP alto. Por un lado 
estudiamos los casos con CIMP bajo o No CIMP que tenían además mutación en el 
gen KRAS, por su posible relación con la ruta de la Inestabilidad Cromosómica (CIN), 
como explicaremos más adelante, en el apartado de Discusión. El 33,33% de estos 
casos mostraba sobreexpresión de P53, mientras que el 66,66% presentaba expresión 
negativa o débil. 
Por otro lado estudiamos el resto de casos, aquellos sin fenotipo CIMP alto y sin 
mutación en KRAS, que en principio no se ajustarían a ninguna de las vías 
carcinogénicas conocidas. Estos casos eran más heterogéneos, aunque presentaban 
un mayor porcentaje (57,14%) con sobreexpresión de P53. Un 35,71% tenía expresión 
negativa y un 7,14 expresión débil. 
En cuanto al perfil inmunohistoquímico del resto de proteínas analizadas en nuestro 
TMA, no se encontraron diferencias destacables entre las muestras con alto fenotipo 
CIMP y las muestras con bajo CIMP o No CIMP, probablemente debido a al reducido 












































Los factores genéticos juegan un importante papel en la susceptibilidad al CCR. Se ha 
estimado que se trata de un tumor con un 35% de heredabilidad (Lichtenstein et al. 
2000). Las mutaciones germinales en genes de alta penetrancia conocidos, incluyendo 
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, APC y MUTYH, explican solamente el 5-6% de los casos 
de CCR (Rustgi 2007). En consecuencia, una proporción sustancial de los CCR 
familiares- hereditarios tienen una base genética aún desconocida. 
El Cáncer Colorrectal Familiar de Tipo X (CCFTX) es una de estas entidades con un 
importante componente familiar, ya que todos los casos se ajustan a los criterios 
clínicos más estrictos, en la que desconocemos los factores genéticos implicados. No 
hay una definición unánimemente aceptada del CCFTX. Además de ajustarse a los 
criterios clínicos de Ámsterdam  I ó II, definidos para las familias de cáncer colorrectal 
hereditario no polipósico (HNPCC), deben tener el sistema de reparación de los 
errores de emparejamiento del ADN intacto, es decir, que sus  tumores muestren 
estabilidad de microsatélites y expresión normal de las proteínas MLH1, MSH2, MSH6 
y PMS2 (Valle et al. 2007; Lindor 2009; Goel et al. 2010). De modo que son familias 
con numerosos casos de CCR en generaciones consecutivas y que, al menos 
algunos, aparecen a edades tempranas, por lo que parece razonable sospechar que 
su origen pueda encontrarse en la alteración de un gen de alta penetrancia.  
El análisis de ligamiento ha demostrado ser un método efectivo para la búsqueda de 
genes de alta penetrancia en familias bien seleccionadas y ha supuesto una 
herramienta de gran éxito en la identificación de genes responsables de enfermedades 
genéticas (Rosa-Rosa et al. 2009). No obstante, no todos los intentos de búsqueda de 
nuevos genes responsables de síndromes de susceptibilidad al cáncer realizados en 
los últimos años han tenido éxito, debido a diferentes motivos. La falta de resultados 
puede deberse a que son enfermedades heterogéneas, como ocurre en el caso del 
cáncer de mama y, probablemente, también en el colorrectal. Puede que estas familias 
muestren un fenotipo similar cuando en realidad su etiología es distinta. El aparente 
fracaso de algunos estudios previos también puede justificarse porque son 
enfermedades en las que es difícil encontrar personas afectadas vivas en las 
generaciones más antiguas, lo que dificulta la obtención de las muestras idóneas. Esta 
circunstancia puede ser particularmente determinante en el CCR. No se puede 
descartar, por último, que muchas de estas familias puedan explicarse por un modelo 
poligénico, quedando el monogénico restringido a un pequeño porcentaje de las 
mismas. Teóricamente este problema podría evitarse siendo muy estrictos a la hora de 
seleccionar las familias, incluyendo en el estudio sólo aquellas que se ajusten a los 





En los últimos años se han llevado a cabo varios análisis de ligamiento en busca de 
mutaciones en genes de alta penetrancia que pudiesen explicar la susceptibilidad al 
CCR en casos familiares de cáncer colorrectal no polipósico, incluyendo el CCFTX. 
Ninguno de estos estudios ha conseguido encontrar un gen responsable. 
En 2003 Wiesner et al., realizaron un análisis de ligamiento en 53 familias con dos o 
más hermanos afectos de CCR o con adenomas de colon avanzados a una edad ≤65 
años, utilizando 389 marcadores microsatélites. En los casos de CCR fue analizada la 
IMS, descartando aquellas familias con un CCR con alta IMS. Los autores encontraron 
ligamiento en la región 9q22, resultado que ha sido posteriormente replicado por 
Skoglund et al. (2006) en una sola familia, bajo los mismos criterios de selección, 
utilizando siete microsatélites localizados en la región 9q. Además, para examinar si 
algún GST estaba localizado en dicha región, analizaron la LOH en un CCR de la 
familia estudiada y en otros 24 adicionales procedentes de familias no-PAF/no-
CCHNP. La baja frecuencia de LOH que encontraron sugiere que no hay fuertes 
evidencias de GST en dicha región. 
En 2006, Djureinovic et al., publicaron el ligamiento con tres regiones cromosómicas, 
11q, 14q y 22q, tras realizar un estudio en 18 familias utilizando un panel de 44 
marcadores microsatélites. Las familias seleccionadas presentaban al menos dos 
afectos con CCR. Solamente tres familias cumplían los criterios de Ámsterdam, en las 
cuales se analizaron los genes MLH1 y MSH2 para descartar la presencia de 
mutaciones. No obstante, todos los CCR disponibles de las 18 familias fueron 
examinados para descartar la IMS. Aparentemente las familias constituían un grupo 
bastante heterogéneo, ya que los criterios de selección no fueron uniformes. 
También en 2006, Kemp et al., realizaron  un análisis de ligamiento utilizando un 
amplio panel de marcadores, más de 10.000 SNPs, en 69 familias con al menos 3 
individuos afectos de CCR sin IMS. La IMS fue descartada en dos CCR de cada 
familia utilizando BAT26 y BAT25. Se consideraban afectos aquellos individuos con 
CCR o adenoma “significativo” a una edad ≤75, cualquier adenoma a una edad ≤45, 
más de 10 pólipos hiperplásicos  a una edad ≤75 o cualquier pólipo hiperplásico a una 
edad ≤35. Este estudio permitió la identificación de la región 3q21, que ha sido 
replicada con posterioridad en varias ocasiones por diferentes autores (Kemp et al. 
2006; Neklason et al. 2008; Papaemmanuil et al. 2008; Picelli et al. 2008; Middeldorp 
et al. 2010). Dos años más tarde Papaemmauil et al., (2008) replicaron este resultado 
en esas 69 familias, a las que añadieron otras 34 nuevas, utilizando el mismo panel de 





et al. (2006) en uno o dos individuos afectos de cada familia, pero no encontraron 
ningún cambio potencialmente patogénico. Además, analizaron  KRAS y BRAF en 27 
familias, aunque no encontraron ningún resultado llamativo. 
Neklason et al. (2008), encontraron ligamiento (LOD 0.9; p=0.02) en esa misma región 
3q21, apoyando los resultados previos, en un estudio realizado con parejas de 
hermanos con CCR o pólipos con alto grado de displasia a una edad comprendida 
entre 28 y 91 años, pertenecientes a 17 familias, utilizando 1.100 marcadores STRs. 
La IMS fue analizada en todas las muestras disponibles para descartar CCHNP. Estos 
autores encuentran, además, un fuerte ligamiento en la 7q31. Esta región contiene dos 
genes conocidos por estar involucrados en el desarrollo del cáncer, MET y SMO, 
además de otros genes potencialmente implicados en procesos carcinogénicos, como 
PAX4, FOXP2 o IRF5. Además, la región 7q31 parece ser objeto de LOH en CCR, por 
lo que se ha sugerido la posible presencia de GST en la misma (Neklason et al. 2008). 
No obstante ninguno de estos genes fue secuenciado en aquel estudio. 
Picelli et al. (2008), también obtuvieron ligamiento en 3q21 utilizando un panel de 
cerca de 550 marcadores STRs. Para ello reunieron 30 familias no-PAF/no-CCHNP 
pero con una fuerte historia de CCR. En las muestras se analizó la  IMS  y se realizó  
inmunohistoquímica y análisis de los genes MMR en los casos que cumplían los 
criterios de Ámsterdam, casos MSI+, o casos MSI- diagnosticados antes de los 50 
años de edad. Aparentemente se trataba de un conjunto bastante heterogéneo de 
familias. Los autores seleccionan 20 genes contenidos en dicha región para su 
secuenciación, aunque no encuentran ninguna mutación deletérea. 
Por último, Middeldorp et al. (2010), realizaron un estudio con 10.000 SNPs en 7 
familias con fuerte agregación de CCR, 5 de las cuales cumplían los criterios de 
Ámsterdam-I. Las otras dos familias presentaban también fuerte agregación de CCR y 
se caracterizaban por una edad de aparición temprana (51 y 55 años, 
respectivamente). En las muestras se descartaron mutaciones germinales en los 
principales genes conocidos implicados en CCR y también IMS. No encontraron 
ligamiento con 3q ni con ninguna otra región cromosómica. Además se analizaron, en 
todos los individuos disponibles de las 7 familias, y en otros 310 controles sanos, 10 
loci recientemente identificados de riesgo para CCR mediante GWAS (18q21, 11q23, 
8q24, 8q23, 15q13, 10p14, 14q22, 16q22, 19q13 y 20p12), pero no observaron un 
enriquecimiento en estos alelos de riesgo en las familias de CCR comparadas con los 
controles sanos. Estos autores también estudiaron las alteraciones genómicas, 





observando cierta semejanza con el perfil de tumores esporádicos, aunque también 
definieron algunas alteraciones adicionales. 
Un resumen de todos los estudios previos puede verse en la Tabla 5 del apartado de 
Introducción de esta tesis.  
Como ya se ha dicho, a la hora de plantear un estudio de ligamiento es 
extremadamente importante hacer una selección estricta de las familias con el fin de 
homogeneizarlas al máximo  de acuerdo a la hipótesis de que los fenotipos similares 
tienen una mayor probabilidad de tener una base genética común. Sin embargo, no 
todos los estudios que se han realizado hasta ahora han seguido unos criterios 
suficientemente estrictos. La agrupación de familias heterogéneas, sin uniformidad en 
las características clínicas, podría explicar el fracaso de los estudios de ligamiento que 
se han llevado a cabo hasta ahora.  
En el presente estudio nosotros hemos realizado un esfuerzo tratando de reunir un 
conjunto de familias lo más homogéneas posible desde el punto de vista clínico. De 
nuestras 22 familias, diecisiete cumplían los criterios de Ámsterdam I, tres familias 
cumplían los criterios de Bethesda I, una familia cumplía los criterios de Bethesda II y 
otra familia cumplía los criterios de Bethesda revisados. Entre los estudios 
comentados anteriormente, tan solo el de Middeldorp et al. (2010), hicieron una 
selección de las familias atendiendo a los criterios clínicos establecidos, aunque el 
tamaño de su muestra, 7 familias, era reducido. La mayoría de nuestras familias 
(19/22) presentaban otros tumores además del CCR. En su conjunto eran tumores de 
muy diversa localización que no hacían pensar  en ningún síndrome de susceptibilidad 
conocido. Solo en dos de nuestras familias aparecía cáncer de endometrio. 
En este conjunto clínicamente homogéneo de familias, hemos utilizado un panel de 
unos 6.000 SNPs repartidos por todo el genoma. Aunque algunos de los estudios 
llevados a cabo por otros autores han utilizado plataformas de hasta 10.000 SNPs 
(Kemp et al. 2006; Neklason et al. 2008; Papaemmanuil et al. 2008; Middeldorp et al. 
2010), el resto han utilizado paneles menos densos, con tan solo 400-500 marcadores, 
reduciendo muchísimo la probabilidad de encontrar ligamiento (Wiesner et al. 2003; 
Djureinovic et al. 2006; Skoglund et al. 2006; Picelli et al. 2008).  
Varios de los estudios de ligamiento previamente realizados por otros autores en 
familias CCFTX o similares, habían identificado ligamiento alrededor de la región 3q21 
(Kemp et al. 2006; Neklason et al. 2008; Papaemmanuil et al. 2008; Picelli et al. 2008; 





secuenciado 20 genes contenidos en esta región, pero no se han encontrado 
mutaciones patogénicas. (Papaemmanuil et al. 2008; Picelli et al. 2008). Tampoco se 
ha identificado una significativa pérdida cromosómica o LOH en tumores de colon en 
esta región, como podría esperarse en el caso de que un GST estuviese localizado en 
la misma (Middeldorp, 2010). Nosotros no hemos detectado señal de ligamiento en 
esta región 3q21 (nuestro máximo NPL-score fue de tan solo -0.580 en el rs714697). 
Además de la región 3q21, otros dos estudios encontraron ligamiento en la región 
9q22 (Wiesner et al. 2003; Skoglund et al. 2006). Aunque nosotros no encontramos 
una señal de ligamiento en esta región, obtuvimos un máximo valor de NPL-score de 
1.902 en el rs1329088, es decir, casi un valor de ligamiento sugestivo. Esta región 
contiene genes que podrían estar implicados en carcinogénesis colorrectal como  
TGFBRI, el GST PTCH, responsable del síndrome de Gorlin que confiere 
susceptibilidad a otros tipos de cáncer distintos al CCR, el gen reparador de DNA XPA, 
implicado también en el Xeroderma Pigmentoso, o la tirosin kinasa SYK. No obstante 
los análisis de LOH realizados en CCR parecen indicar que no hay grandes evidencias 
de la existencia de un GST inactivado por LOH (Wiesner et al. 2003). 
En el presente estudio de ligamiento nosotros identificamos cuatro regiones en tres 
cromosomas diferentes como candidatas a contener genes de susceptibilidad al CRC 
en nuestras familias: 2p24.3, 4q13.1, 4q31.21 y 12q21.2–q21.31. Ninguna de estas 4 
regiones había sido previamente identificada en los trabajos mencionados. 
Las tres primeras regiones mostraron un escaso contenido en genes, mientras que la 
región del cromosoma 12,  que obtuvo el mayor valor de NPL-score (2,466),  contiene  
un elevado  número de genes, alguno de ellos con una potencial  implicación en 
carcinogénesis colorrectal. Por estos motivos y, a pesar de que el análisis de 
simulaciones sugería que nuestras regiones candidatas podían haber sido obtenidas  
por azar, y el análisis per familiy no aportó ningún resultado de interés, centramos el 
estudio en la región 12q212-12q21.31. 
Tras una revisión de los genes contenidos en dicha región, seleccionamos dos genes 
como los mejores candidatos en nuestras familias: RASSF9 y NTS. 
RASSF9 (OMIM# 610383) pertenece a la familia de proteínas RASSF (Sherwood et al. 
; Chen et al. 1998; Richter et al. 2009), cuyos miembros tienen funciones como GST 
mediante regulación del ciclo celular y apoptosis. RASSF9 es un gen muy poco 
conocido, pero se ha demostrado que se une a proteínas Ras (N-Ras, K-Ras y R-Ras) 





NTS (OMIM# 162650) codifica un precursor común  de dos péptidos: Neuromedina-N 
y Neurotensina. La Neurotensina es un péptido cerebral y gastrointestinal, y se ha 
publicado su actividad estimuladora del crecimiento de líneas celulares de cáncer de 
colon humano que expresan su receptor NTSR1 en cultivo, lo que sugiere que el 
crecimiento de los tumores de colon podría ser dependiente de la presencia de 
neurotensina en sangre (Maoret et al. 1999). 
Ambos genes, por tanto, eran buenos candidatos para explicar algunas de nuestras 
familias. Los dos genes fueron secuenciados en las cinco familias que mostraron 
segregación con la región 12q21.2 – 12q21.31. No encontramos ningún cambio en 
RASSF9, lo que descartaría este gen como responsable de la susceptibilidad al CRC 
en estas familias. Sin embargo, encontramos dos cambios no descritos en NTS: un 
cambio de nucleótido en el exón 2, c.111C>A; p.F37L, y una deleción de cuatro 
nucleótidos, GATT, en las posiciones 501-504 del extremo 3’UTR del gen.  
El estudio en población control descartó un posible papel deletéreo de la deleción. Por 
su parte, el primer cambio (c.111C>A) se recoge como polimorfismo en la base de 
datos Ensembl. No obstante, la correcta segregación del cambio en nuestra familia 
hace pensar que su presencia pueda estar asociada a algún otro factor potencialmente 
relacionado con la enfermedad. El estudio de esta familia permanece abierto hasta 
conseguir muestras de nuevos miembros.  
En conclusión, aunque hemos sido estrictos en la selección de las familias, nosotros 
tampoco hemos podido identificar genes responsables, ni siquiera una región 
cromosómica como clara candidata a contener genes que pudieran explicar la 
susceptibilidad al CRC en nuestras familias CCFTX. 
Probablemente, como ya se ha señalado por otros autores (Middeldorp et al., 2010) el 
CCFTX podría ser una entidad genéticamente heterogénea, en la que pueden estar 
participando genes con distintas penetrancias, además de otros factores externos. 
Todas estas circunstancias limitan el poder de las aproximaciones a través de estudios 
de ligamiento. Frecuentemente en estos estudios todas las familias con individuos 
afectos son analizadas juntas con el fin de aumentar el tamaño muestral y así, el poder 
estadístico. Esto es un procedimiento acertado en ausencia de heterogeneidad 
genética, pero cuando existe, el hecho de mezclar familias puede en definitiva resultar 
en una pérdida de poder estadístico.   
Aunque se han descrito algunas regiones que podrían estar implicadas en el CCFTX, 





al menos, alguna de las familias. En consecuencia parece altamente improbable que 
haya una única entidad genética causada por mutaciones en un único gen. Igualmente 
parece improbable que un único gen pueda explicar un porcentaje significativo de 
familias. El cáncer de colon es una enfermedad heterogénea, tanto en su origen 
genético como en su presentación fenotípica y los resultados de los estudios de 
ligamiento previos y el estudio actual parecen demostrarlo. 
En algunas publicaciones se ha sugerido que un modelo basado en la combinación  de 
factores de bajo y moderado riesgo es más probable que la hipótesis de un único 
factor genético con alta penetrancia como principal causa del riesgo familiar asociado 
a CRC sin IMS, por lo que se ha sugerido que quizás sea más adecuado plantear 
estrategias de búsqueda de factores de baja o de moderada penetrancia como 
causantes, y no un único gen de alta penetrancia (Middeldorp et al. 2010). 
Los GWAS (genome wide association studies) proporcionan una poderosa 
aproximación para la identificación de loci comunes, con una baja o moderada 
penetrancia, sin necesidad de conocer a priori su función biológica (Easton and Eeles 
2008). Por ello los principales esfuerzos de búsqueda de variantes de baja 
susceptibilidad al CRC realizados hasta ahora se han llevado a cabo a través de 
GWAS (Middeldorp et al. 2010). Los resultados de estos estudios apoyan la hipótesis 
de que una parte sustancial del riesgo heredable para el CCR podría deberse a 
variantes comunes de bajo riesgo (Houlston et al. 2010) 
Desde el año 2007, varios GWAS realizados han identificado de forma consistente 10 
variantes comunes de susceptibilidad a CCR de bajo riesgo: 8q24.21 (Tomlinson et al. 
2007; Zanke et al. 2007), 8q23.3 (Tomlinson et al. 2008) 10p14 (Tomlinson et al. 
2008), 11q23 (Tenesa et al. 2008), 15q13 (Jaeger et al. 2008), 18q21.1 (Broderick et 
al. 2007; Tenesa et al. 2008), 19q13.1 (Houlston et al. 2008), 20p12.3 (Houlston et al. 
2008), 16q22 (Houlston et al. 2008), 14q22 (Houlston et al. 2008).  
Las primeras fases de estos estudios se han realizado en poblaciones de tamaño 
moderado ( 1000 casos y 1000 controles genotipados para unos 500.000 SNPs), 
pero posteriormente han sido replicados gracias a estudios de colaboración 
internacionales para obtener suficiente poder estadístico mediante genotipación de 
decenas de miles de individuos. 
Los diez loci se localizan en regiones intergénicas o intrónicas del genoma y, por tanto, 
podrían afectar a la expresión génica a través de elementos reguladores distales. 





growth factor beta). De hecho, varios genes como SMAD7, GREM1, BMP2, BMP4 y 
RHPN2 están dentro o cerca de regiones en desequilibrio de ligamiento. 
Aunque cada una de estas diez variantes confiere de forma independiente una baja 
predisposición al CCR, su contribución aditiva para el riesgo de un individuo puede ser 
mucho mayor en algunas familias. Colectivamente estos diez loci explicarían el 9% de 
los casos familiares, de modo que la mayor parte de la predisposición hereditaria al 
CCR continuaría siendo desconocida (Niittymaki et al. 2010). 
Recientemente Houlston et al. (2010), han publicado cuatro nuevos loci de 
susceptibilidad al CCR (1q41, 3q26.2, 12q13.13 y 20q13.33) que habría que sumar a 
las 10 variantes anteriores. Estos loci han sido identificados mediante un metanálisis 
de tres GWAS realizados en Reino Unido con 18.095 casos y 20.197 controles. En la 
Tabla 6 del apartado de Introducción se resumen estas y otras regiones cromosómicas 
relacionadas con CCR encontradas hasta la fecha mediante GWAS. 
Probablemente existen otras variantes de riesgo para CCR que aún no han sido 
descubiertas. Es posible que la selección natural haya hecho que estos alelos sean 
demasiado raros para ser detectados mediante los estudios de asociación del tamaño 
habitualmente empleado (Webb et al. 2009). Tenesa y Dunlop (2009) han estimado 
que más de 170 variantes comunes podrían contribuir de forma independiente a la 
predisposición hereditaria observada en CCR. Las nuevas herramientas de 
secuenciación serán cruciales para el descubrimiento de estas nuevas variantes. Por 
otra parte y desde un punto de vista práctico, conviene puntualizar que su 
conocimiento aún parcial, su comportamiento en las distintas poblaciones y el bajo 
riesgo relativo asociado a cada una de estas variantes hace que su uso clínico sea 
aún muy limitado (Markowitz and Bertagnolli 2009).  
En definitiva y como resumen, los estudios de ligamiento no han servido para 
identificar regiones cromosómicas candidatas a contener genes mayores de 
susceptibilidad al CCFTX. Podría decirse, por tanto, que genes mayores de 
susceptibilidad no explican un número sustancial de las familias CCFTX. Los GWAS 
realizados sugieren que variantes de baja penetrancia podrían jugar cierto papel en 
estas familias. No obstante, no hay que olvidar que otros mecanismos como 
alteraciones epigenéticas de hiper- o hipometilación aberrante o regulación a través de 
microARN u otros elementos regulatorios también podrían estar jugando un papel en 





Además del análisis de ligamiento, en el presente estudio hemos tratado de 
profundizar en el conocimiento del CCFTX. Con este objetivo hemos llevado a cabo un 
TMA para caracterizar inmunohistoquímicamente los tumores CCFTX mediante 
comparación con series de tumores de colon pertenecientes a tres categorías: tumores 
de colon asociados a mutaciones en los genes reparadores MLH1 o MSH2 (MMR+), 
tumores de colon que no mostraban IMS y diagnosticados a una edad igual o inferior a 
los 45 años y tumores de colon esporádicos. Este estudio nos ha permitido identificar 
subgrupos y establecer hipótesis sobre posibles rutas carcinogénicas implicadas en el 
CCFTX. 
 
El 85,15% de nuestros casos CCFTX (23 de 27) se agrupaban juntos en un mismo 
cluster (subgrupo A2, Tablas 26 y 27 de Resultados). Es decir, desde un punto de 
vista inmunohistoquímico y con el panel de anticuerpos seleccionado, nuestros casos 
se comportan con notable homogeneidad.  
Nuestros casos CCFTX se caracterizaban principalmente por una tendencia a la alta 
expresión de las proteínas MMR, CDK2, Ciclina-D1 y de E-cadherina y tendencia a la 
baja expresión de -catenina, hTERT, PTEN, EGFR, NTS, NTS-R1 y PI3KCA. 
Además, el 69% de los casos mostraba falta o expresión débil de P21 y parecían 
existir dos grupos en cuanto al nivel de expresión de P53; uno con baja expresión 
(53% de los casos) y uno  con alta expresión (47% de los casos).  
De acuerdo a nuestros resultados, la expresión de P21 desaparece en la mayoría de 
los CCR, como había sido previamente apuntado (Ogino et al. 2009), excepto en 
CCHNP, donde parece mantenerse como señalaron Sinicrope et al. en 1998. (Sinicrope et al. 1998) 
P21 es un inhibidor de kinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que participa en la 
regulación del ciclo celular, principalmente en la progresión hacia la fase S (Macaluso 
et al. 2005). Actúa como factor transcripcional de P53, jugando un papel crucial en la 
parada del ciclo celular en la fase G1 en respuesta a un daño celular (Gartel and 
Radhakrishnan 2005). La parada se produce mediante inhibición de CDK2 y CDK4 
que, de este modo, no podrán fosforilar a RB y no se activará el factor de transcripción 
E2F, lo que impide el progreso hacia la fase S. Las células deficientes en P21 fallan en 
la detención del ciclo celular en respuesta a P53 tras daño celular (Waldman et al. 
1995), y parece haber una implicación de P21 en procesos carcinogénicos como 
posible mediador de la actividad supresora de tumores de P53 (el-Deiry et al. 1993). 
Por otro lado, P21 parece actuar como efector principal de múltiples vías de supresión 





La baja o nula expresión de P21 encontrada en la mayor parte de nuestros casos 
CCFTX sugiere que la función supresora de tumores de P21 podría no estar 
ejerciéndose en estos tumores. Además, la alta expresión de CDK2 que caracteriza a 
estos conjuntos de tumores podría apoyar este hecho, puesto que P21 actúa como 
inhibidor de CDK2. 
Se ha sugerido que la regulación negativa de P21 en CCR está causada por 
mutaciones en P53 (Ogino et al. 2006b). Entre nuestros CCFTX del subgrupo A2 con 
expresión baja o nula de P21, el 56,25% de los casos tenían expresión alta de P53, 
que se relacionaría  con la mutación de P53. Por lo tanto, aproximadamente, un 44% 
de nuestros casos CCFTX con regulación negativa de P21 no parece explicarse por 
alteraciones en P53. 
Por otro lado, nuestros casos CCFTX se caracterizaban por la expresión de membrana 
de E-cadherina y por la débil expresión de -catenina nuclear. No obstante, un 26% de 
los casos CCFTX del subgrupo A2 mostraba expresión fuerte (nivel 2 y 3) de -
catenina nuclear, indicando desregulación de la ruta de señalización Wnt. Otros 
autores han publicado porcentajes mayores, en torno al 25-40% de los tumores 
CCFTX con presencia de -catenina nuclear (Abdel-Rahman et al. 2005; Sanchez-de-
Abajo et al. 2007). Tanto E-cadherina como -catenina juegan un papel fundamental 
en la adquisición de un fenotipo invasivo y metastásico durante el proceso 
carcinogénico. Ambas moléculas están involucradas en los mecanismos de adhesión 
célula-célula y célula-matriz extracelular, y participan en la ruta de señalización Wnt 
canónica, implicada en procesos de desarrollo celular. La acumulación de -catenina 
en el núcleo y la pérdida de E-cadherina de membrana parecen estar asociadas con la 
progresión tumoral en CRC (Lugli et al. 2007b). 
La alta expresión de Ciclina D1 en el 70% de los casos CCFTX resulta interesante 
teniendo en cuenta una publicación reciente en la que se sugiere que la Ciclina D1 
contribuye a la inestabilidad CIN mediante regulación de un programa transcripcional  
que controla la estabilidad cromosómica (Casimiro et al. 2011). Ya que el aumento en 
la expresión de Ciclina D1 se produce en fases tempranas del proceso de la 
tumorigénesis, la Ciclina D1 debe ser un importante inductor de la CIN en tumores. 
Por otra parte, algunos autores han demostrado una correlación entre los bajos niveles 
de SMAD4 con un aumento del nivel de mARN de β-catenina en CCR, sugiriendo una 
posible represión del mARN de β-catenina mediada por BMP/SMAD4 como 





citoplásmica resulta en su translocación nuclear con la consiguiente activación de la 
vía Wnt, que es un evento temprano en la progresión del CCR. Este hecho explicaría 
la relación entre la pérdida de SMAD4 y el peor pronóstico en pacientes de CCR 
(Freeman et al. 2012). Dentro de nuestros casos CCFTX, el 39,13% mostraba 
expresión negativa o débil de SMAD4. Sin embargo, tan solo el 11,11% de los casos 
con baja expresión de SMAD4 presentaba alta expresión de β-catenina, de modo que 
esta correlación parece no cumplirse en los casos de CCFTX. 
SMDAD4, junto con COX2, MUC1 y P53, además de cómo cabría esperar, MLH1, 
MSH2 y MSH6, son los anticuerpos que diferencian nuestros casos CCFTX de los 
MMR+. Los mecanismos de unos y otros tumores parecen claramente diferentes. 
Como se ha dicho, la alta expresión de SMAD4 se relaciona con un buen pronóstico 
en los CCR con IMS y con alto fenotipo CIMP (Isaksson-Mettavainio et al. 2012). El 
94% de los casos MMR+ mostró alta expresión de SMAD4. También el 71, 42% de los 
CCFTX con alto fenotipo CIMP, mientras que solo el 18,8% de los tumores No CIMP 
con  bajo CIMP mostraban  alta expresión de este marcador. 
La caracterización inmunohistoquímica de los tumores CCFTX la complementamos 
con el análisis mutacional de los genes KRAS y BRAF y un estudio del fenotipo CIMP 
en 23 muestras de CCR pertenecientes a casos de tipo X. 
KRAS y BRAF son miembros de la ruta de las MAP kinasas (MAPK), que está 
hiperactivada en el 30% de todos los cánceres aproximadamente y parece tener un 
importante papel en la progresión tumoral. La vía RAS/RAF/MAPK regula la 
proliferación celular, diferenciación, senescencia y apoptosis (Oliveira et al. 2007).. 
Mutaciones activantes de ambos oncogenes son frecuentemente encontradas en 
CCR. Aproximadamente el 30-50% de los CCR muestran mutaciones en KRAS 
(Herreros-Villanueva et al. 2010), predominantemente sustituciones de una sola base 
en el codón 12 o 13 que producen la activación constitutiva del gen. Por otro lado, 
mutaciones activantes en BRAF, una de las tres isoformas del gen RAF en humanos, 
son encontradas en el 10-15% de los CCR (Herreros-Villanueva et al. 2010), todas 
ellas producidas en el dominio kinasa de la proteína. La mutación más común 
identificada (80% de los casos) es V600E, que resulta en una activación kinasa 
constitutiva de la proteína (Davies et al. 2002). Las mutaciones en BRAF y KRAS 
ocurren de forma mutuamente excluyente (Nagasaka et al. 2008). 
Coincidiendo con resultados publicados por otros autores, el 40,91% de nuestros 





encontramos una preferencia por las mutaciones en el codón 12 como se había 
comunicado (Sanchez-de-Abajo et al. 2007; Goel et al. 2010). 
En cuanto a BRAF, encontramos un 13,04% de los casos CCFTX con mutación en 
dicho gen, porcentaje algo mayor que el publicado por otros autores (3.5%)(Sanchez-
de-Abajo et al. 2007). Aunque el número de casos analizados es reducido, los 
resultados en KRAS y BRAF en nuestros tumores CCRTX, se encuentran dentro de 
los porcentajes descritos y esperables en el CCR en general, esto es, en su mayoría 
con componente esporádico. 
Como ya se comentó en la introducción, existen tres mecanismos principales de 
inestabilidad genómica o genética en el cáncer colorrectal: Fenotipo Metilador de islas 
CpG (CIMP), Inestabilidad cromosómica (CIN) e Inestabilidad de Microsatélites (IMS) 
(Fearon 2011). Los resultados de nuestro TMA y del estudio mutacional de 
BRAF/KRAS y del estado del fenotipo metilador parecen indicar que dentro de nuestra 
serie de casos CCFTX existe un subgrupo de casos que parecen seguir la vía CIMP, y 
otro subgrupo de casos que parecen seguir la vía CIN. 
Nuestros resultados en lo referente a las rutas carginogénicas implicadas en el 
CCFTX, difieren de los obtenidos por Abdel-Rahman et al. (2005), ya que según estos 
autores, los tumores CCTFX presentaban un patrón molecular diferente a los 
previamente conocidos. 
Vía CIMP: El fenotipo metilador de islas CpG parece ser un fenotipo distinto de 
carcinogénesis colorrectal caracterizado por la metilación simultánea de múltiples 
promotores de genes que causa su silenciamiento transcripcional, y está asociado con 
un alto grado de MSI y mutaciones en BRAF. Parece ser un evento temprano en la 
carcinogénesis colorrectal (Jass 2005), y se ha sugerido que quizás más del 50% de 
los CCR podrían estar relacionados con este mecanismo (Nagasaka et al. 2008). 
Cerca de un 15% de los CCR esporádicos con MSI surgen en un contexto CIMP, a 
través del silenciamiento epigenético de MLH1, aunque el fenotipo CIMP también se 
da en CCR sin IMS, es decir, esta vía no siempre es resultado de un sistema MMR 
defectuoso (Nagasaka et al. 2008).  
Un 31,81 % de nuestros casos CCFTX (los 7/22 casos que mostraron alto fenotipo 
CIMP) parece estar relacionados con esta vía carcinogénica. Todos los casos, excepto 
uno localizado en el grupo B, se localizaban en el subgrupo A2 del TMA. 
Se ha demostrado que el fenotipo CIMP se correlaciona significativamente con la 





publicado una relación entre mutaciones activantes en KRAS y el fenotipo CIMP 
(Fearon 2011). Mutaciones en BRAF son comunes en CCR esporádicos con IMS, 
como resultado de la metilación del gen MLH1, mientras que las mutaciones en KRAS 
son comunes en CCR sin IMS, asociadas con la metilación del promotor del gen 
MGMT, gen de reparación del ADN encargado de eliminar guaninas erróneamente 
metiladas (Nagasaka et al. 2004). 
Los tumores colorrectales con alto CIMP y con mutación en BRAF se han relacionado 
con el síndrome de los pólipos serrados (SPS) (Young and Jass 2006). No obstante, la 
baja prevalencia de lesiones serradas, tanto adenomas serrados (AS), como pólipos 
sésiles serrados (PSS) publicada tanto en familias con SL como en familias 
Ámsterdam-I sin evidencia de mutación germinal en los genes MMR, sugiere que la 
ruta serrada no parece ser común en estos pacientes (Andersen et al. 2008).  
Los CRC con CIMP positivo parecen tener un perfil clínico, patológico y molecular 
diferente, incluyendo asociación con sexo femenino, localización proximal, producción 
de moco, pobre diferenciación y escasas mutaciones en P53, además de IMS y alta 
proporción de mutaciones en BRAF, como se ha comentado previamente (Ogino et al. 
2006b; Kawasaki et al. 2007).  
Entre nuestros casos CCFTX con alto CIMP no parecía haber preferencia por ningún 
sexo y, la mitad de los casos tuvieron una localización proximal. La otra mitad tuvieron 
localización distal, coincidiendo con lo publicado para CCFTX (Valle et al. 2007).  
La alta IMS, alto fenotipo CIMP y mutaciones en BRAF parecen estar inversamente 
asociadas con la expresión nuclear y citoplásmica, es decir, estado activado, de -
catenina, y se asocian positivamente con la expresión de membrana (Kawasaki et al. 
2007; Ogino and Stampfer 2010). En nuestro caso, cinco de los siete casos con alto 
CIMP mostraban expresión débil de  -catenina nuclear, aunque tan solo uno de estos 
casos presentaba mutación en BRAF. No obstante, la mayor parte de nuestros casos 
CCFTX sin fenotipo CIMP o con CIMP bajo (12 de 15) también mostraban expresión 
débil, lo que indica que la tendencia a la no activación de -catenina en nuestros casos 
CCFTX parece independiente del fenotipo CIMP. 
La pérdida de P21 se ha correlacionado inversamente con un fenotipo CIMP alto y alto 
grado de IMS (Goldstein 2006). El 71,43% de nuestros casos con alto CIMP mostró 
pérdida o baja expresión de P21. De modo que en este caso no se cumplía esta 
relación inversa publicada por otros autores en CCR con alto CIMP, lo que podría ser 





casos con fenotipo CIMP bajo o con fenotipo No CIMP también existía una tendencia a 
la expresión débil o ausente de P21, al igual que ocurría en los casos con alto CIMP. 
También se ha descrito una asociación inversa entre las mutaciones de P53 
(sobreexpresión) y el estado CIMP alto e IMS (Toyota et al. 2000; Samowitz et al. 
2001). De nuestros casos CCTFX con alto CIMP una minoría de casos (28,57%) 
mostraban expresión fuerte de P53, de tal modo que nuestros casos CCFTX con alto 
CIMP, aunque sin IMS, también tienen una relación inversa con la mutación de P53. 
No obstante, ocho de los casos con CIMP bajo o sin CIMP (53,33%) también 
mostraron expresión alta de P53 lo que sugiere que, independientemente del fenotipo 
CIMP, en los casos CCFTX parece haber una minoría de casos con mutación en P53.  
Vía CIN: La ruta de la inestabilidad cromosómica es la que siguen la mayor 
parte de los CRC, y se caracteriza por un desbalance general en el número de 
cromosomas (aneuploidía) y LOH (Pino and Chung 2010b). Las anomalías 
cromosómicas conllevan  una acumulación de alteraciones en GST y oncogenes 
concretos que activan rutas críticas para el inicio y progresión del CCR. Los genes 
implicados en este mecanismo no son bien conocidos. 
Algunos autores han sugerido que la ruta CIN podría explicar el 72% de los tumores 
CCFTX, ya que en ellos se ha identificado frecuente pérdida de GST, mutaciones 
somáticas de APC y KRAS y metilación del promotor de MGMT. Según estos mismos 
autores en el resto de los CCFTX, el 28% de los casos, no habría  evidencia de 
pérdida de GST y raramente metilación de promotores de genes (Francisco et al. 
2011). Esta distribución se asemeja a la de los casos de CCR esporádico, en los que 
la mayoría seguirían la ruta CIN. Otros autores también han identificado numerosas 
alteraciones cromosómicas en los tumores CCFTX con un patrón semejante al 
observado en CRC esporádicos, tales como pérdida en 18q, o ganancias en 13q, 8q y 
20q, aunque con aberraciones adicionales, incluyendo ganancia en 6p y pérdida de 
20p (Middeldorp et al. 2010).  
Aunque nosotros no hemos analizado cambios cromosómicos, teniendo en cuenta los 
casos que no muestran alto fenotipo CIMP, tienen mutación en KRAS y muestran las 
alteraciones inmunohistoquímicas más características del fenotipo CIN (alteraciones 
en PI3KCA, SMAD4 y P53), hasta un 26,08% de nuestros casos podrían estar 





Además, el 50% de los casos No CIMP/KRAS+ mostraba alta expresión de Ciclina D1 
que, como hemos dicho anteriormente, también parece estar relacionada con la vía de 
la inestabilidad cromosómica (Casimiro et al. 2011). 
Por otro lado, hay sugerencias que indican que el fenotipo CIN podría estar 
relacionado con una disfunción de la telomerasa (Pino and Chung 2010b), y nosotros 
hemos encontrado un 83,33% de nuestros casos No-CIMP/KRAS+ mostrando falta de 
expresión de hTERT (subunidad catalítica de la telomerasa). Aunque ningún autor ha 
establecido relación entre esta posible disfunción de la telomerasa en los CRC que 
siguen la vía CIN con la expresión de hTER, este resultado va a favor de que 
realmente estos casos estén relacionadas con la ruta CIN. Por otro lado, el 
acortamiento telomérico es una característica común a varios tipos de cáncer como 
vejiga, cabeza y cuello, pulmón, celular renal, mama, ovario, piel y cáncer papilar 
familiar de tiroides (Wu et al. 2003; Broberg et al. 2005; McGrath et al. 2007; Shao et 
al. 2007; Capezzone et al. 2008; Jang et al. 2008; Hosgood et al. 2009; Liu et al. 2009; 
Mirabello et al. 2009), por lo que sería interesante valorar la implicación de este 
mecanismo en el CCFTX.  
En resumen, aunque siguen sin conocerse los mecanismos genéticos que explican la 
susceptibilidad al CCR en los casos CCFTX, parece haber un porcentaje de casos que 
surge a través de la vía CIMP (30,43 % de nuestros casos), otro porcentaje de casos 
que se explicaría a partir de la vía CIN (al menos el 26,08% de nuestros casos) y otra 
parte de los casos CCFTX (un 43,47%) que parece no ajustarse a ninguno de las rutas 
carcinogénicas conocidas.  
Atendiendo al perfil IHQ, estos casos No-CIMP/No-CIN se caracterizaban por una alta 
expresión de MUC1 y E-cadherina y una baja expresión de hTERT, HES1, PTEN 
nuclear y citoplásmico, EGFR, NTS, NTSR1 y PI3KCA. Por otro lado también conviene 
tener en cuenta que el 20% de estos casos mostraba alta expresión de β-catenina 
nuclear, resultado que habla a favor de una activación de la ruta Wnt.  
En cuanto a  las características clínicas de este grupo, parece haber una tendencia a 
por la localización distal, una edad media de aparición temprana (en nuestro caso, una 
media de 53 años) y grado avanzado de diferenciación tumoral. Además el 70% de 
nuestros casos aparecían en pacientes varones. 
La confirmación de la participación de las rutas CIMP y CIN en una parte sustancial de 
los casos CCFTX y la búsqueda de los mecanismos genéticos implicados en los casos 

























































1.- Hemos identificado cuatro regiones cromosómicas, 2p24.3, 4q13.1, 4q31.21 y 
12q21.2–q21.31, como candidatas a contener genes responsables del Cáncer 
Colorrectal Familiar de Tipo X (CCFTX) en un estudio de ligamiento llevado a cabo en 
un grupo de de 22 familias con CCFTX estrictamente seleccionadas desde un punto 
de vista clínico y molecular. 
Ninguna de estas cuatro regiones había sido identificada en estudios previos similares, 
y tampoco en nuestro estudio se han regiones identificadas en los estudios previos 
como candidatas a contener genes relevantes en el CCFTX.  
2.- El análisis en detalle de cada una de las cuatro regiones parece indicar que la 
participación de cualquiera de ellas en la etiología del CCFTX parece improbable. 
Además también se ha descartado la participación de los genes RASSF9 y NTS en la 
susceptibilidad al cáncer en estas familias.  
3.- Nuestro estudio no ha permitido detectar genes mayores de susceptibilidad en este 
grupo de familias CCFTX. Estos resultados son concordantes con todos los estudios 
previos llevados a cabo en familias CCFTX o en otras formas familiares de cáncer 
colorrectal no polipósico.  
4.- En consecuencia, y de acuerdo con nuestros resultados y los de estudios 
precedentes, el CCFTX podría ser una entidad de base genética muy heterogénea. 
Genes de alta penetrancia podrían tener un papel en alguna o algunas pocas familias, 
mientras que genes de moderada y baja penetrancia podrían explicar una parte 
importante de la susceptibilidad al cáncer en estas familias.    
5.- Además de las bases genéticas de la entidad, tampoco se conocen en detalle las 
características moleculares de los tumores asociados al CCFTX. Desde un punto de 
vista inmunohistoquímico la gran mayoría de los CCR asociados al CCFTX de nuestro 
estudio parecen mostrar un patrón de expresión similar: alta expresión de las proteínas 
MMR, CDK2, Ciclina-D1 y de E-cadherina y tendencia a la baja expresión de β-
catenina, hTERT, PTEN, EGFR, NTS, NTS-R1 y PI3KCA, Este patrón es claramente 
diferente al de los CCR asociados al síndrome de Lynch y es compartido por la 
mayoría de los CCR con estabilidad de microsatélites en individuos jóvenes, tumores 
en los que se ha descrito un elevado componente familiar, y también es similar al que 
muestra una pequeña proporción (17%) de los tumores esporádicos.  
6.- Por definición todos los CCFTX muestran un sistema de reparación intacto, y de 
acuerdo con nuestros resultados, casi un tercio de los casos (30,43%) podría estar 





Estos tumores CCFTX/CIMP+ muestran una baja expresión de P21, que podría ser 
una característica de los CIMP+ con estabilidad de microsatélites.  
Por otro lado estos tumores parecen mostrar una tendencia a la expresión negativa de 
P53, puesto que el 71,42% de los casos presentaba expresión de nivel 0, mientras que 
solo el 28, 75% mostraba sobreexpresión. 
7.- Es probable que otro porcentaje de casos CCFTX, como ya han sugerido otros 
autores, surja a través de mecanismos relacionados con la inestabilidad cromosómica 
(vía CIN). En nuestro caso, al menos un 26,08% podrían tener su origen en este tipo 
de mecanismos. 
8.- El resto de casos (56,51%) parece no ajustarse a ninguna de las vías 
carcinogénicas conocidas por lo que supone un objetivo de especial interés para 
futuras investigaciones. Estos casos se caracterizan por una alta expresión de MUC1 y 
E-cadherina y una baja expresión de hTERT, HES1, PTEN nuclear y citoplásmico, 
EGFR, NTS, NTSR1 y PI3KCA. Además, clínicamente, estos tumores se caracterizan 
por la localización preferente en la región distal del colon y aparecen a edades 






















































ANEXO I.  


































































































































































































































































RESULTADOS DE LOS ANÁLISIS ESTADÍSTICOS DEL TMA CON SPSS 
 
Se muestra la significación obtenida para cada uno de los anticuerpos utilizados. Las comparaciones entre 
clusters se hicieron utilizando un test Chi-cuadrado de Pearson o un test de Fisher cuando las muestras no 
cumplían los requisitos necesarios para el Chi-cuadrado. 
 
 
A) Comparación GRUPO A vs. GRUPO B 
 
SMAD4  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 9,826
a
 3 ,020 
Razón de verosimilitudes 9,744 3 ,021 
N de casos válidos 154   




Pruebas de chi-cuadrado 
















,483 1 ,487 
  
Razón de verosimilitudes 2,684 1 ,101   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,553 ,263 
N de casos válidos 154     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
1,07. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
 
HTERT  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 6,926
a
 3 ,074 
Razón de verosimilitudes 9,516 3 ,023 
N de casos válidos 154   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 25,339
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 25,962 3 ,000 
N de casos válidos 154   




Pruebas de chi-cuadrado 




















1,782 1 ,182 
  
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,538 ,412 
N de casos válidos 154     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada 
es ,71. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
 
PTENnuc  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 4,024
a
 2 ,134 
Razón de verosimilitudes 5,612 2 ,060 
N de casos válidos 154   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 28,988
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 29,584 3 ,000 
N de casos válidos 154   






Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 48,228
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 58,113 3 ,000 
N de casos válidos 154   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 2,650
a
 3 ,449 
Razón de verosimilitudes 2,703 3 ,440 
N de casos válidos 154   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 10,049
a
 3 ,018 
Razón de verosimilitudes 10,427 3 ,015 
N de casos válidos 156   




MUC1 * CLUSTER 
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,354
a
 3 ,340 
Razón de verosimilitudes 3,681 3 ,298 
N de casos válidos 155   










Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 15,646
a
 3 ,001 
Razón de verosimilitudes 17,898 3 ,000 
N de casos válidos 154   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 8,576
a
 3 ,035 
Razón de verosimilitudes 9,267 3 ,026 
N de casos válidos 156   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 31,112
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 33,149 3 ,000 
N de casos válidos 156   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 32,149
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 34,579 3 ,000 
N de casos válidos 156   













Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 28,171
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 30,123 3 ,000 
N de casos válidos 156   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 43,728
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 46,558 3 ,000 
N de casos válidos 154   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 17,466
a
 3 ,001 
Razón de verosimilitudes 21,379 3 ,000 
N de casos válidos 155   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 12,732
a
 2 ,002 
Razón de verosimilitudes 12,482 2 ,002 
N de casos válidos 156   













Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 7,446
a
 2 ,024 
Razón de verosimilitudes 8,490 2 ,014 
N de casos válidos 156   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,790
a
 3 ,285 
Razón de verosimilitudes 4,441 3 ,218 
N de casos válidos 156   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,374
a
 2 ,503 
Razón de verosimilitudes 1,437 2 ,488 
N de casos válidos 156   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 10,646
a
 2 ,005 
Razón de verosimilitudes 10,561 2 ,005 
N de casos válidos 156   















Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 22,597
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 28,577 3 ,000 
N de casos válidos 99   





Pruebas de chi-cuadrado 




















,220 1 ,639 
  
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
1,000 ,553 
N de casos válidos 99     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada 
es 1,39. 





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 11,404
a
 3 ,010 
Razón de verosimilitudes 13,882 3 ,003 
N de casos válidos 99   








Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 10,419
a
 3 ,015 
Razón de verosimilitudes 11,051 3 ,011 
N de casos válidos 99   




Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson ,010
a






,000 1 1,000 
  
Razón de verosimilitudes ,010 1 ,919 
  
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
1,000 ,716 
N de casos válidos 99 
    
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es ,93. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
 
PTENnuc  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,931
a
 2 ,381 
Razón de verosimilitudes 1,967 2 ,374 
N de casos válidos 99   






Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 9,470
a
 3 ,024 
Razón de verosimilitudes 10,159 3 ,017 
N de casos válidos 99   
a. 2 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada 
es 2,32. 
RBP  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 10,444
a
 3 ,015 
Razón de verosimilitudes 10,715 3 ,013 
N de casos válidos 99   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,279
a
 3 ,734 
Razón de verosimilitudes 1,285 3 ,733 
N de casos válidos 99   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 6,449
a
 3 ,092 
Razón de verosimilitudes 6,649 3 ,084 
N de casos válidos 99   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 13,895
a
 3 ,003 
Razón de verosimilitudes 14,892 3 ,002 
N de casos válidos 99   






Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 15,256
a
 3 ,002 
Razón de verosimilitudes 16,136 3 ,001 
N de casos válidos 99   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 22,899
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 30,174 3 ,000 
N de casos válidos 99   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 49,880
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 57,763 3 ,000 
N de casos válidos 99   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 33,134
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 35,638 3 ,000 
N de casos válidos 99   











Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 22,283
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 23,198 3 ,000 
N de casos válidos 99   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 20,214
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 22,554 3 ,000 
N de casos válidos 99   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,643
a
 3 ,303 
Razón de verosimilitudes 3,698 3 ,296 
N de casos válidos 99   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 11,501
a
 2 ,003 
Razón de verosimilitudes 12,288 2 ,002 
N de casos válidos 99   












Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 2,180
a
 2 ,336 
Razón de verosimilitudes 2,186 2 ,335 
N de casos válidos 99 
  
a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
9,76. 
NTS 
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 11,130
a
 3 ,011 
Razón de verosimilitudes 12,083 3 ,007 
N de casos válidos 99   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,312
a
 2 ,191 
Razón de verosimilitudes 4,074 2 ,130 
N de casos válidos 99   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 13,031
a
 2 ,001 
Razón de verosimilitudes 16,855 2 ,000 
N de casos válidos 99   
a. 1 casillas (16,7%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima 






C)  COMPARACION CCFTX-A vs. CCFTX-B 
 
SMAD4  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,467
a
 3 ,690 
Razón de verosimilitudes 2,304 3 ,512 
N de casos válidos 27   





Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson ,376
a





,000 1 1,000 
  
Razón de verosimilitudes ,669 1 ,414   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
1,000 ,721 
N de casos válidos 27     
a. 3 casillas (75,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es ,30. 




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,342
a
 3 ,719 
Razón de verosimilitudes 2,202 3 ,532 
N de casos válidos 27   











Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 11,152
a
 3 ,011 
Razón de verosimilitudes 10,918 3 ,012 
N de casos válidos 27   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor 
Chi-cuadrado de Pearson .
a
 
N de casos válidos 27 




Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson ,376
a





,000 1 1,000 
  
Razón de verosimilitudes ,669 1 ,414   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
1,000 ,721 
N de casos válidos 27     
a. 3 casillas (75,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es ,30. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
 
CYCLIND1  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 7,190
a
 3 ,066 
Razón de verosimilitudes 8,422 3 ,038 
N de casos válidos 27   









Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 7,983
a
 2 ,018 
Razón de verosimilitudes 9,192 2 ,010 
N de casos válidos 27   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,574
a
 3 ,311 
Razón de verosimilitudes 3,464 3 ,325 
N de casos válidos 27   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,002
a
 3 ,391 
Razón de verosimilitudes 4,268 3 ,234 
N de casos válidos 27   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson ,604
a
 3 ,896 
Razón de verosimilitudes ,712 3 ,870 
N de casos válidos 27   










Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,708
a
 3 ,635 
Razón de verosimilitudes 2,686 3 ,443 
N de casos válidos 27   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,968
a
 3 ,579 
Razón de verosimilitudes 2,454 3 ,484 
N de casos válidos 27   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor 
Chi-cuadrado de Pearson .
a
 
N de casos válidos 27 





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor 
Chi-cuadrado de Pearson .
a
 
N de casos válidos 27 
















Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor 
Chi-cuadrado de Pearson .
a
 
N de casos válidos 27 




ECad * CLUSTER 
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor 
Chi-cuadrado de Pearson .
a
 
N de casos válidos 27 




BCL2 * CLUSTER 
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 5,057
a
 3 ,168 
Razón de verosimilitudes 6,604 3 ,086 
N de casos válidos 27   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor 
Chi-cuadrado de Pearson .
a
 
N de casos válidos 27 





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,342
a
 2 ,511 
Razón de verosimilitudes 2,202 2 ,333 
N de casos válidos 27   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson ,851
a
 3 ,837 
Razón de verosimilitudes 1,245 3 ,742 
N de casos válidos 27   




Pruebas de chi-cuadrado 
















,000 1 1,000 
  
Razón de verosimilitudes 1,025 1 ,311   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
1,000 ,605 
N de casos válidos 27     
a. 3 casillas (75,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
,44. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
 
PI3KA  
Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson 9,391
a





6,200 1 ,013 
  
Razón de verosimilitudes 10,287 1 ,001   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,007 ,007 
N de casos válidos 27     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
1,33. 






D) COMPARACION CCFTX-A (A2) vs. MMR+-A1 
 
SMAD4  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 11,446
a
 3 ,010 
Razón de verosimilitudes 15,333 3 ,002 
N de casos válidos 39   






Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson ,079
a





,000 1 1,000 
  
Razón de verosimilitudes ,081 1 ,776   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
1,000 ,637 
N de casos válidos 39     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
1,23. 





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,135
a
 3 ,371 
Razón de verosimilitudes 4,573 3 ,206 
N de casos válidos 39   







Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 4,110
a
 3 ,250 
Razón de verosimilitudes 4,193 3 ,241 
N de casos válidos 39   




Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson 1,475
a





,034 1 ,853 
  
Razón de verosimilitudes 1,820 1 ,177   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,410 ,410 
N de casos válidos 39     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
,41. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
 
PTENnuc  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 5,031
a
 2 ,081 
Razón de verosimilitudes 6,074 2 ,048 
N de casos válidos 39   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 5,016
a
 3 ,171 
Razón de verosimilitudes 7,166 3 ,067 
N de casos válidos 39   







Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 5,305
a
 3 ,151 
Razón de verosimilitudes 6,428 3 ,093 
N de casos válidos 39   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 4,798
a
 3 ,187 
Razón de verosimilitudes 5,024 3 ,170 
N de casos válidos 39   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 16,957
a
 3 ,001 
Razón de verosimilitudes 22,250 3 ,000 
N de casos válidos 39   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 12,058
a
 3 ,007 
Razón de verosimilitudes 16,304 3 ,001 
N de casos válidos 39   











Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,748
a
 3 ,626 
Razón de verosimilitudes 1,849 3 ,604 
N de casos válidos 39   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 10,791
a
 3 ,013 
Razón de verosimilitudes 14,692 3 ,002 
N de casos válidos 39   




Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson 28,031
a





24,494 1 ,000 
  
Razón de verosimilitudes 34,206 1 ,000   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,000 ,000 
N de casos válidos 39     
a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
5,33. 




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 12,264
a
 3 ,007 
Razón de verosimilitudes 14,778 3 ,002 
N de casos válidos 39   






Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 14,468
a
 2 ,001 
Razón de verosimilitudes 17,399 2 ,000 
N de casos válidos 39   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 4,672
a
 2 ,097 
Razón de verosimilitudes 5,710 2 ,058 
N de casos válidos 39   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,014
a
 3 ,390 
Razón de verosimilitudes 3,090 3 ,378 
N de casos válidos 39   




Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson 1,475
a





,034 1 ,853 
  
Razón de verosimilitudes 1,820 1 ,177   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,410 ,410 
N de casos válidos 39     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es ,41. 





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 2,345
a
 2 ,310 
Razón de verosimilitudes 2,337 2 ,311 
N de casos válidos 39   
a. 4 casillas (66,7%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
2,87. 
NTS  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,408
a
 3 ,704 
Razón de verosimilitudes 1,419 3 ,701 
N de casos válidos 39   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,802
a
 2 ,406 
Razón de verosimilitudes 2,144 2 ,342 
N de casos válidos 39   




Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson ,448
a





,088 1 ,767 
  
Razón de verosimilitudes ,443 1 ,506   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,711 ,380 
N de casos válidos 39     
a. 1 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
4,10. 




E) COMPARACION CCFTX-A (A2) vs. TODOS LOS ESPORADICOS 
 
SMAD4  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,055
a
 3 ,383 
Razón de verosimilitudes 3,055 3 ,383 
N de casos válidos 101   





Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson 6,920
a





3,165 1 ,075 
  
Razón de verosimilitudes 6,058 1 ,014   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,050 ,050 
N de casos válidos 101     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
,46. 




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 5,134
a
 3 ,162 
Razón de verosimilitudes 4,245 3 ,236 
N de casos válidos 101   








Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 2,607
a
 3 ,456 
Razón de verosimilitudes 2,933 3 ,402 
N de casos válidos 101   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor 
Chi-cuadrado de Pearson .
a
 
N de casos válidos 101 




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 9,146
a
 2 ,010 
Razón de verosimilitudes 10,058 2 ,007 
N de casos válidos 101   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 4,428
a
 3 ,219 
Razón de verosimilitudes 4,884 3 ,180 
N de casos válidos 101   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 30,701
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 31,303 3 ,000 
N de casos válidos 101   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 13,200
a
 3 ,004 
Razón de verosimilitudes 12,857 3 ,005 
N de casos válidos 101   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,266
a
 3 ,737 
Razón de verosimilitudes 1,266 3 ,737 
N de casos válidos 103   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 4,145
a
 3 ,246 
Razón de verosimilitudes 3,990 3 ,263 
N de casos válidos 102   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson ,488
a
 3 ,921 
Razón de verosimilitudes ,484 3 ,922 
N de casos válidos 101   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 41,627
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 39,642 3 ,000 
N de casos válidos 103   
a. 2 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
2,23. 
MLH1  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 103,000
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 109,397 3 ,000 
N de casos válidos 103   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 103,000
a
 2 ,000 
Razón de verosimilitudes 109,397 2 ,000 
N de casos válidos 103   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 103,000
a
 2 ,000 
Razón de verosimilitudes 109,397 2 ,000 
N de casos válidos 103   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 101,000
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 108,375 3 ,000 
N de casos válidos 101   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 28,217
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 25,277 3 ,000 
N de casos válidos 102   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 21,222
a
 2 ,000 
Razón de verosimilitudes 29,516 2 ,000 
N de casos válidos 103   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 10,183
a
 2 ,006 
Razón de verosimilitudes 11,582 2 ,003 
N de casos válidos 107   
a. 1 casillas (16,7%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima 
esperada es 2,52. 
 
NTS  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 13,052
a
 3 ,005 
Razón de verosimilitudes 13,449 3 ,004 
N de casos válidos 103   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,497
a
 2 ,473 
Razón de verosimilitudes 2,093 2 ,351 
N de casos válidos 103   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 9,158
a
 2 ,010 
Razón de verosimilitudes 12,818 2 ,002 
N de casos válidos 103   
a. 1 casillas (16,7%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
4,02. 
 
F) COMPARACION CCFTX-A (A2) vs. ESPORADICOS A1 
 
SMAD4  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 14,152
a
 3 ,003 
Razón de verosimilitudes 17,747 3 ,000 
N de casos válidos 47   





Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson 2,180
a





,568 1 ,451 
  
Razón de verosimilitudes 2,951 1 ,086   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,234 ,234 
N de casos válidos 47     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
,98. 




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,934
a
 3 ,586 
Razón de verosimilitudes 2,328 3 ,507 
N de casos válidos 47   










Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 6,701
a
 3 ,082 
Razón de verosimilitudes 8,295 3 ,040 
N de casos válidos 47   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor 
Chi-cuadrado de Pearson .
a
 
N de casos válidos 47 





Pruebas de chi-cuadrado 




















2,951 1 ,086 
  
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,234 ,234 
N de casos válidos 47     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada 
es ,98. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
 
CYCLIND1  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 2,839
a
 3 ,417 
Razón de verosimilitudes 3,250 3 ,355 
N de casos válidos 47   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 16,262
a
 3 ,001 
Razón de verosimilitudes 20,759 3 ,000 
N de casos válidos 47   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 5,292
a
 3 ,152 
Razón de verosimilitudes 5,420 3 ,143 
N de casos válidos 47   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,721
a
 3 ,632 
Razón de verosimilitudes 1,764 3 ,623 
N de casos válidos 47   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 7,985
a
 3 ,046 
Razón de verosimilitudes 8,865 3 ,031 
N de casos válidos 47   
a. 6 casillas (75,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
2,45. 
P21  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 11,956
a
 3 ,008 
Razón de verosimilitudes 12,781 3 ,005 
N de casos válidos 47   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 15,356
a
 3 ,002 
Razón de verosimilitudes 19,778 3 ,000 
N de casos válidos 47   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 47,000
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 65,135 3 ,000 
N de casos válidos 47   




Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson 47,000
a





43,083 1 ,000 
  
Razón de verosimilitudes 65,135 1 ,000   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,000 ,000 
N de casos válidos 47     
a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
11,26. 




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 47,000
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 65,135 3 ,000 
N de casos válidos 47   




Pruebas de chi-cuadrado 
















43,083 1 ,000 
  
Razón de verosimilitudes 65,135 1 ,000   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,000 ,000 
N de casos válidos 47     
a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
11,26. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
 
BCL2  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 11,095
a
 3 ,011 
Razón de verosimilitudes 13,899 3 ,003 
N de casos válidos 47   
a. 6 casillas (75,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
1,96. 
EGFR  
Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson 21,113
a





18,335 1 ,000 
  
Razón de verosimilitudes 27,110 1 ,000   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,000 ,000 
N de casos válidos 47     
a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
7,34. 









Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 13,262
a
 2 ,001 
Razón de verosimilitudes 14,030 2 ,001 
N de casos válidos 51 
  
a. 2 casillas (33,3%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
3,29. 
NTS  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 15,155
a
 3 ,002 
Razón de verosimilitudes 18,747 3 ,000 
N de casos válidos 47   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson ,979
a
 2 ,613 
Razón de verosimilitudes 1,365 2 ,505 
N de casos válidos 47   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 12,470
a
 2 ,002 
Razón de verosimilitudes 16,378 2 ,000 
N de casos válidos 47   





G) COMPARACION CCFTX-A (A2) vs. ESPORADICOS B 
SMAD4  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 2,600
a
 3 ,457 
Razón de verosimilitudes 2,865 3 ,413 
N de casos válidos 68   




Pruebas de chi-cuadrado 






Chi-cuadrado de Pearson 4,032
a





1,561 1 ,212 
  
Razón de verosimilitudes 4,456 1 ,035   
Estadístico exacto de 
Fisher 
   
,111 ,111 
N de casos válidos 68     
a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
,68. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
 
HTERT  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 8,405
a
 3 ,038 
Razón de verosimilitudes 9,271 3 ,026 
N de casos válidos 68   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 7,240
a
 3 ,065 
Razón de verosimilitudes 7,615 3 ,055 
N de casos válidos 68   






Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor 
Chi-cuadrado de Pearson .
a
 
N de casos válidos 68 




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 7,573
a
 2 ,023 
Razón de verosimilitudes 10,198 2 ,006 
N de casos válidos 68   





Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 9,362
a
 3 ,025 
Razón de verosimilitudes 9,957 3 ,019 
N de casos válidos 68   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 33,418
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 38,902 3 ,000 
N de casos válidos 68   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 13,445
a
 3 ,004 
Razón de verosimilitudes 13,439 3 ,004 
N de casos válidos 68   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,012
a
 3 ,390 
Razón de verosimilitudes 2,876 3 ,411 
N de casos válidos 70   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 2,054
a
 3 ,561 
Razón de verosimilitudes 2,001 3 ,572 
N de casos válidos 69   
a. 3 casillas (37,5%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
1,00. 
P21  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 2,699
a
 3 ,440 
Razón de verosimilitudes 2,589 3 ,459 
N de casos válidos 68   
a. 3 casillas (37,5%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
1,01. 
P53  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 27,235
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 31,239 3 ,000 
N de casos válidos 70   
a. 2 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
3,29. 
MLH1  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 70,000
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 88,643 3 ,000 
N de casos válidos 70   






Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 70,000
a
 2 ,000 
Razón de verosimilitudes 88,643 2 ,000 
N de casos válidos 70   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 70,000
a
 2 ,000 
Razón de verosimilitudes 88,643 2 ,000 
N de casos válidos 70   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 68,000
a
 2 ,000 
Razón de verosimilitudes 87,021 2 ,000 
N de casos válidos 68   
a. 2 casillas (33,3%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
1,01. 
BCL2  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 17,765
a
 3 ,000 
Razón de verosimilitudes 19,352 3 ,000 
N de casos válidos 69   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 17,872
a
 2 ,000 
Razón de verosimilitudes 24,873 2 ,000 
N de casos válidos 70   
a. 2 casillas (33,3%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
,33. 
β-catenina  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 6,301
a
 2 ,043 
Razón de verosimilitudes 6,947 2 ,031 
N de casos válidos 74 
  
a. 2 casillas (33,3%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
2,19. 
NTS  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 6,778
a
 3 ,079 
Razón de verosimilitudes 7,656 3 ,054 
N de casos válidos 70   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,788
a
 2 ,409 
Razón de verosimilitudes 2,354 2 ,308 
N de casos válidos 70   




Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 9,115
a
 2 ,010 
Razón de verosimilitudes 11,505 2 ,003 
N de casos válidos 70   
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